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PROMOTORES DE LOS GENES GLUTAMATO DESHIDROGENASA ^.^.^c^ 
TILHEXOSAMINIDASA V y-ACTINA Y SU UTILI2ACION EN S-STEMAS' ^E 

£ampo dp 1^ ^nvpnn-ior. 

La xnvencion se adscribe al campo tecnxco de a exo^e- 
sxon de los genes gdh y hex de Penlaillir^ chr^saa^^um S ... 
gen act tambien de P. ch^xsogrenu. y de Aaresnoniusr. aHrvso- 
9enusn. Del analisis de la secuencia nucleotxdica de dieses 
genes, se deduce la existenc.a de una region prorr.o.ora qu^ 
-cluye el lugar de inicio de la traduccion, la cual pued^ 
ser utili.ada para la construccion de potentes vectores de 
expresion y secreci6n utiles tanto para P. ci^^so^enu. co.o 
para A. ctrysogenum y especies relacionadas . Asimismo, estos 
prcotores pueden utili.arse para el bloqueo de la expresion 
genxca mediante construcciones antisentido. Bajo el control 
de los promotores anteriormente citados se puede dirigxr la 
expresion de otros genes en hongos f ilan^entosos , ^ncremen- 
tandose la produccion de antibioticos y/o proteinas, inhe- 
rente a los mismos. 

Estano i p> t-Sr^^jr.-^ 

p. atrysogenum y A. chrysogenum son hongos filamentosos 
xndustrialmente interesantes debido a su capacidad para pro- 
ducxr penicilina y cef alosporina respect ivamente . El desa- 
rrollo de tecnicas de manipulacion genetica aplicables er 
ambos .icroorganismos ha sido potenciado durante la ultima 
decaaa. Entre las tecnicas de manipulacion genetica de P 
cl^rysogenun, y A. c^rysogenum se encuentran la trans formacion 
de protoplastos con vectores que utilizan como marcador de 
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seleccion el gen de resiscencia a fleomicina (a partir de 
ahora denominado gen ble'} (Kolar, M. et al . (1988). Gene 62, 
127-134), asi como la expresion de copias adicionales intac- 
tas de genes de interes y la sustitucion del promoter del 
gen en Question por otro promoter capaz de mejorar su expre- 
sion. La expresion en hongos como P. chrysogenum o A. 
chrysogenum de genes homologos puede estar regulada negati- 
vamente, mientras que en el caso de genes heterologos, su 
promoter puede no ser reconocido ef icientemente por dichos 
hongos. Con la finalidad de evitar estos problemas, se ha 
procedide a la xdent if icacion y clonacion de genes que se 
expresen const itutivamente y en los que pref eriblemente di- 
cha expresion no presents regulacion catabolica negativa, 
son los denominados a partir de ahora promotores f uertes . En 
general, se considera que los genes de alta expresion poseen 
senales en la region promotora que facilitan unos elevados 
niveles de transcripcion y que f undamentalmente participan 
en funcienes implicadas en el metabolismo primario celular. 
Entre estos genes se pueden citar: los genes que codifican 
para glutamato deshidrogenasa NADP dependiente (EC. 1.4. 1.4) 
(a partir de ahora denominado gen gdh) , (3-N-acetilhexosami - 
nidasa (EC . 3 . 2 . 1 . 52 ) (a partir de ahora denominado gen hex) 
y y-actina (a partir de ahora denominado gen act) . 

Existen citas previas de los genes gdh. hex y act proce- 
dentes de microorganismos diferentes a los que se utilizan 
en la presents invencion. Entre la bibliografia mas relevan- 
te cabe citar: (I) la secuencia nucleotidica del gen gdh del 
hongo Neurospora crassa (Kinnaird, J.H. and Fincham, J.R.s. 
(1983). Gene 26, 253-260) asi como la regulacion de la ex- 
presion del gen grdhA de Aspez-griHus nldulans (Hawkins, A.R. 
et al. (1989). Mol . Gen. Genet. 418, 105-111), (n) la do- 
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nacion y expresxon del gen hexl de Candida albicans < 
R.D. et al.(i994). j. Bacterid. 2640-2647) y (lU) ca 
racterxzacion del gen act de A. nidulans (Fidel, S. et 
(1988). Gene 70, 283-293). La expresion de genes heterolooos 
en P. chrysag^nusn utilizando los promotores de los gere = 
pcbC o penDE fue descrita por Cantwell, CA. et ai . en ^992 
(Proc. R. soc. London Ser. B 248, 283-289). Asimismo, ta^- 
b.en ha sxdo descrxta la expresion de genes heterologos en 
A. c^rysogenum utilizando los promotores del gen P-isoprop.i 
malato deshidrogenasa (Japanese Patent Laid Open Publication 
NO. 80295/1989) y glxceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
(European Patent Application 0376226A1/1989) . 

La inactivacion de la expresion genica en cepas Indus - 
trxales es en ocasiones necesaria para la eliminacion de ac- 
txvidades enzimaticas indeseables . Debido a que el nivel de 
Ploidla de muchas cepas industriales dificulta en la mayor 
parte de los casos el bloqueo de la expresion mediante dis- 
rupcxon genica directa, es necesaria la utilizacion de s^s- 
temas de inactivacion de expresion independientes del nivel 
de ploidxa. El desarrollo de construcciones antisentido ex- 
presadas bajo el control de promotores fuertes posibilita la 
xnterrupcion de la expresion genica. Este tipo de construc- 
cxones es especialmente util en cepas industriales debido a 
que sus niveles de ploidxa (Kunkel et al . (1992) Apol 
Mxcrobiol. Biotech. 36, 499-502) dificultan la obtencion'de 
xnactivaciones genicas completas . La utilizacion de cons- 
truccxones antisentido para el bloqueo de actividades enzi- 
matxcas ha sido descrita en levaduras (Atkins, D. et ai . 

(1994). Biol, Chem. H-S 37^ noi nr>c,s 

ti b 375, 721-729) y plantas (Hamada, T. 

(1996). Transgenic Research ^ i i ^ i r>i t w 

ct^earcn b, 115-121; John, M.E. (1996) 

Plant Mol. Biol 30 pq7 m 

-iu, 297-306). El promoter hex posee la 
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particularidad de codificar para una enzima extracelular , lo 
cual permxte su utilizacion para la expresion de protexnas 
extracelulares . 

Sin embargo, en el estado de la tecnica no existen citas 
que describan ni las secuencias de los genes de los bongos 
filamentosos utxlizados en la presente invencion, ni de las 
enzimas smtetizadas por la expresion de los mismos . Tampoco 
se describe en dicho Estado de la Tecnica la utilizacion de 
los promotores fuertes de los genes de los bongos descritos 
en la presente invencion, para la expresion, secrecion o 
inactivacion de la expresion genica. 



Pescrinrion d^^^^ lad;:. rl^ l.a inv^nr-i 



on 



La utilizacion de promotores fuertes para superexpre- 
sar ciertos genes puede conducir a la mejora de la produc- 
cion de penicilina ^o cef alosporina, asi como a la sintesis 
de nuevos antibioticos derivados de estos ultimos. 

Esta invencion describe un nuevo procedimiento para la 
obtencion de cepas de P. chrysogenum y A. ahrysogenum con 
capacidad de expresion de genes homologos o heterologos 
bajo el control de promotores fuertes. Se describe la ca- 
racterizacion y posterior utilizacion de los promotores 
correspondientes a los genes que codifican para glutamato 
deshidrogenasa NADP dependiente (EC . 1 . 4 . 1 . 4 ) -gen gdh~ de P. 
chrysogenum, p-N-acetilhexosaminidasa (EC . 3 . 2 . 1 . 52 ) -gen hex- 
de P. chrysogenum y y-actina -gen act- de P. chrysogenum y A. 
chrysogenum. La utilizacion de los citados promotores para 
superexpresar genes relacionados con la biosintesis de peni- 
cilina y/o cef alosporina en las cepas anteriormente mencio- 
nadas es una de las finalidades de la presente invencion. 
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estos promotores pueden utilizarse para .1 blogueo 
de la expresion genica msdianta construcciones antisenc ido . 

La presente invancion parce de P. ctrysag^num v . 
ct^rysos^nu. co™o donadores da los a.idos nu.lexcos. Una ve^ 
purxf.cadc el DNA geno^ico se const^yeron sendas aenoc.cas 
de ambos microorganismos tal y como se describe en loa eje.,- 
plos 1 y 4, las cuales fueron rastreadas con: <l, oligon.- 
cleocxdos sinteticos correspondientes al gen gdh de 
cras.a para clonar el gen horologe de P. .^ry.o^enun,. ,11, 
con^inaciones de oligonucleotidoa sintetizados en base a la 
-ecuencia a.ino terminal de la en.ima P-N-acetilhexosa.ini- 

dasa para clonar el qen h^yr ri^ d 

yen nex de P. chrysogenum y (Hi) un 

fragmenco del gen act de A. nid.lana para clonar los genes 
homologos de P. ci^scgenu. y ^. ci,r;.so^enu.. Los clones pu- 
rxf .cades en _virt.d de su capacidad para generar hibridaci6n ' 
pos.t.va con la sonda correspondiente fueron posterior^ente 
analxzados, deterninandose la presencia de los genes busca- 
dos . 

El gen gdh de P. chrysogena;„ se idenEific6 en un ^rag- 
mento EcoRI de 7.2 kb y en dos fragmentos BaMJI de 2 9 y l 5 
icb respectivan,ente. El .apa de restriccion de la region de 
DNA que 10 incluye aparece en la (igura 1. Posterior^ente se 
determrno la seouencia de 2.816 nucleStidos (SEQ ID NO-l) 
la cual incluye un marco abierto de lectura (ORF) con un pa- 
tron pre£er.ncial de utilizacion de codones ™y .arcado cuyo 
cod6n ATG de inicio de traduccion se encontro en la posicion 
522 y su codSn de terminacion de la traduccion TAA en la 
2.522. Asi^smo se determine la presencia de 2 intrones de 
155 pb y 56 pb entre las posiciones 971-H30 y 12S2-1318 
respectiva^ente. Dicho ORF codifica para una proterna de 
49.837 Da y un punto iscelectrico de 6.18 cuya secuencia de 
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461 amxnoacidos (SEQ ID NO : 5 ) posee un 72,4. % . de identidad 
con la secuencia de aminoacidos de la enzima glutamato des- 
hidrogenasa NADP dependiente de N. crassa. En la region pro- 
mocora se encuentran zonas ricas en pirimidinas similares a 
las que aparecen en genes altamente expresados, as! como dos 
presuncas cajas TATA (esta ca^a se encuentra en ciertos pro- 
motores de bongos de 3 0 a 50 pb por encima del lugar de 
inicio de la transcripcion) (Davis, M.A. and Hynes, M.J. 
(1991). More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, 
San Diego, California) y una caja CCAAT (la cual se encuen- 
tra en alrededor del 3 0% de promotores de genes eucariotas 
de 50 a 200 pb por encima del lugar de inicio de la trans- 
cripcion) (Bucher, P. (1990) J. Mol . Biol. 212: 563-578). 
Seguidamente se utilize este promoter para expresar en P. 
chrysc^genum y A. chrysogenum el gen que codif ica para p- 
galactosidasa (a partir de ahora denominado gen lacZ) de E. 
coli y. el gen bie" .de S. hindustanus. Para ello se constru- 
yeron los plasmidos pSKGSu y pAl.fleo7 (figura 5) tal y como 
se describe en el ejemplo 1. De los resultados obtenidos se 
deduce que el promoter gdh (a partir de ahora denominado 
Pgdh) es capaz de controlar la expresion tanto en P. chryso- 
genum y A. chrysogenuxn como en E. coli de los genes hetero- 
logos lacZ y bie". 

El desarrollo de construcciones antisentido expresadas 
bajo el control de promotores fuertes posibilita la inte- 
rrupcicn de la expresion genica . Con esta finalidad se cons- 
truyo el plasmido pALP888 (figura 5) tal y como se describe 
en el apartado 1.3 del ejemplo 1. Los resultados obtenidos 
confirn^^an la posibilidad de bloquear, total o parcialmente , 
en P. chrysogenum actividades enzimaticas indeseables me- 
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diante la ucili.acion de construccione. antisencido utiK- 

zando el Pgdh, 

El gen he. da P. rhrysogenum se identifico en un 

■ restriccxon da la rag.on de DNA ^e incluya el gen ^ev 

aparace en la f.gura 2. Segu.damenta =e detar^ino la secuen 
cia da 5.2,0 nucleotides ,SEQ ID N0:2), confirmando la e.i = - 
tenc.a de dos ORFs con un patron preferencial de utiUzac^n 
de codones .uy .arcado, una da las cuales se correspond^a 
-on el gen He.. El codon ATG da in.cio de traduccion del ga. 
t.. sa enoontr6 an la poslcian 1.324 y al cod6n de te^ina- 
-on TOA an la 3.1l.. oioho ORP careca de int.ones y codlfi- 
« para una protaXna de 66.545 Da y un punto Isoalactrico da 
5,34 cuya secuencia de 596 amincacldcs (SEQ ID NO:6) posee 
- 49,0 . da idantldad con la secuencia de a^lnoacidos de la 
anzi^a P-N-acatilhexoaaminldasa da Candida alWca^s. Asi^is- 
mo. la secuencia de amino^cidos deducida incluye los poU- 
papt.cos datarminados qu£.ican,ent:e a partir de la anzi^a 
purrf.cada an las posiciones 19-40 y 99-120. En la region 
promoters se encuentran dos zonas ricas en plrimidinas, una 
presunta caja TATA y la caja CAAT. Seguidamante se utilize 
esta promoter para exprasar en P. cUrysa^enun, el gen Wa" da 
^^^..dusta^us. Para alio sa const^ye al plas.ide pALP480 
<£.gura 6, tal y co.o se dascriba an el ejemplo 2. De los 
rasultados obtanides se daduca qua al prometer he. (a partir 
da ahora dene.inade Phex, es capa. de controlar la exnrasi6n 
del gen hater61ogo Wa' en P. ch^so^ahu.. Asimis^o, ei heche 
de qua la enzima P-N-acatilhaxosa,„inidasa saa una proteina 
abu„da...a.anta secretada per P. ch^so^ehu. al madie de 
cultivo, pesibilita la utilizacion del gen hex para la 
expras.en y sacraci6n de proteinas hemologas e haterologas 
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en P. chrysogenum u hongos filamentosos relacionados . Los 
genes a expresar pueden ser fusionados en marco de lectura 
con la regzon promotora, incluyendo la secuencia senal de 
secrecion del gen hex o bien ser fusionados en marco de lec- 
tura con el gen hex completo. 

El gen act de P. chrysogenum (a partzr de ahora denomi - 
nado actPc) se identified en fragmentos Sa^l . de 5,2 kb, 
EcoRl de 4,9 kb y Hindlll de 5,9 kb. El mapa de restriccion 
de la region de DNA que incluye el gen actPc aparece en la 
figura 3. Una vez determmada la secuencia de 2.994 nucleo- 
tidos (SEQ ID NO:3), se confirmo la existencia de un ORF con 
un patron preferencial de utilizacion de codones muy marca- 
do. El codon ATG de inicio de traduccion se encontro en la 
posicion 494 y el codon de tertninacion TAA en la 2.250. 
Dicho ORF posee 5 intrones y codifica para una protelria de 
41.760 Da y un punto isoelectrico de 5,51 cuya secuencia de 
375 aminoacidos (SEQ ID N0:7) posee un 98,1 % de identidad 
con la secuencia de aminoacidos de la proteina y-actina de A. 
nldulans. En la region promotora se encuentran dos zonas 
ricas en pirimidinas, una presunta caja TATA y cuatro cajas 
CAAT. Seguidamente se utilizo este promoter para expresar en 
P. chrysogenum el gen hie'' de S. hindustanus . Para ello se 
construyo el plasmido pALPfleol (figura 6) tal y como se 
describe en el ejemplo 3. De los resultados obtenidos se 
deduce que el promoter act de P. chrysogenum (a partir de 
ahora denominado PactPc) es capaz de controlar la expresion 
en P. chrysogenum del gen heterologo bie-'. 

gen act de A. chrysogenum (a partir de ahora deno- 
minado actAc) se identified en fragmentos Sail de 2,4 y i,i 
Icb, S/nal de 3,9 kb y Hindlll de 8,7 kb . El mapa de res- 
tricc^cn de la region de . DNA que incluye el gen actAc apa- 
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race en la figura 4. I.a secuencia de 3.240 nucleo.idos 
de.er..nada ,SEQ ID „0:4, la sxis.encia de un ORP 

con un pa..6n pra^erancial utili.aci6n de codonas 

_ codon ATG ae inicio de traduccion se encontro en 

» la posxc.on 787 y el codon de terminacicn TAA en la 2 470 
Dicho ORP po.ee 5 .nt.ones y codifica para una pro.el.a de 
^1.612 Da y un punto Isoelecrrico de 5,51 cuya secuencia de 
.^S a..noacidos (SEQ XD „0,a, po.ee un 98 , 4 % y un 98 . 1 * de 
xdencldad con la. secuencia. de a.inoac.do. corre.pondien.e. 
a las protelna. ,-actlna de ^. .iduW y p. c^^.^^e.™ 
respectiva.en.e. en la region prcotora .e encuentran .ona. 
rica. en pirimidina. y una caja CAAT, no apreciandose la 
exxstencia de caja TATA. Seguldamente se utili.6 este pro- 
moter para expresar an A. cHryso^e^un, el gen ble' de s 
^..dusta^us, Para ello .e construy6 eX pl4..ido pA^cfleol 
<f^9ura tal y co.o se describe en el eje^plo 4. Da lo.' 

rasultados obtenidos .e deduce gue el promoter act de A 
chrysoganu™ ,a partir da ahora denomrnado PacMc, e. capaz ' 
da controlar la expres.on en c.r3..ogen^ del gen heterd- 
logo i)ie-\ 

En todo. los casos, la expresion en P. chryso^enun, o A 
Cr^so^enu. del gen heter61ogo bajo el control del promoter 
fungrco .e realize fusionando dicho gen en al .arco de lec- 
tura correcto. A pesar de ^e a „„do de ajanplo se ban 
exprasado los ganes lacz y tie', del mismo modo podrian ax- 
pre.arse ganas que coditioan para enzi^as i.pUcadas en la 
brosincasi. de penicilina: ^ctAB <cc-a„inoadipil-oi.tenil-va- 
.na sintetasa,, pci=c (isopenicilina „ .intasa, . pa^^ 
(acxl-CoA:6-APA aciltransfarasa, , pel (fenilacetil-CoA liga- 
sa), etc. e eafalesperina , pebAB (a-amineadipil-cistenil- 
valxna sintara.a, , pebc <i.openicilina N .intasa, . .efn 
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(isopenicilina N isomerasa) , cefEF (desacetoxicef alosporina 
C sintasa/hidroxilasa) , cefG (desacetilcef alosporina C ace- 
tiltransferasa) , etc. El gen a expresar puede ' haber side 
obtenido per diferentes metodos : aislado a partir de DMA 
cromosomico, cDNA sintetizado a partir de mRNA, smtetizado 
quimicamente, etc. Los procedamiencos f undamencales para la 
correcca fusion promotor-gen estan descrxtos en Sambrook, J. 
et al. (1989). Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA 
y Ausubel et al . (1987) Current Protocols in Molecular 
Biology, John Wiley & Sons, New York, USA. 

Como cepas hospedadoras se ban utilizado P. chrysogenum 
Y A. chrysogenum, no obstante, cualquier cepa relacionada o 
mutante derivado de ellas puede ser usada. El procedimiento 
empleado para la obtencion de protoplastos y transf ormacion 
de P. chrysogenum se baso en el descrito por Cantoral et al . 
en 1987 (Biotechnology 5: 494-497) y Diez et a J . en 1987 
(Curr. Genet. 12: 277-282) y se describe en el ejemplo 1. La 
obtencion de protoplastos y transf ormacion de A. chrysogenum 
se describe en el ejemplo 4. En ambos casos se utilizaron el 
antibiotico fleomicina como marcador de seleccion y los 
plasmidos pALfleo7, pALP480, pALPfleol o pALCfleol, los 
cuales son portadores del gen ble"*' expresado bajo el control 
del Pgdh, Phex, PactPc y PactAc respectivamente . Sin embar- 
go, podria utilizarse cualquier marcador que pueda separar 
selectivamente las cepas transf ormantes de aquellas otras 
que no lo son. 

El transformante puede ser crecido en medios de cultivo 
que incluyan fuentes de carbono y nitrogeno capaces de ser 
asimiladas. Como ejemplos de fuentes de carbono pueden ci- 
tarse glucosa, sacarosa, lactosa, almidon, glicerina, acidos 
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org.n.co3, alcohcles, acidos grasos, etc.. util.zadas sola, 
o an co^inacion. EJa^plo. da fuantas da nitrcgano sarlan 
papcona, e.tracco de .al.a, axtracto da lavadura, U^ido de 
macaracian da .alz, gluten, uraa, sale, da a.onio, nitrates 
N2-amxna. sulfato amonico, .tc. , utilizadas solas o an co... 
bxnacxon. Co„o sales inorgan.oas ut.lizablas como co^oona^- 
tas del „,adio de cultivo puadan citarsa fosfatos (por exam- 
ple fosfato potasico), sulfates ,por aje^plo sulfato s6d, - 
CO), oloruros (por ejemplo cloruro .agnesico) , arc. y con,o 
.ones hiarro, magnasio, calcio. manganeso, cobalto, etc Las 
oondicionas de cultivo como te^aratura da incubacion pK 
dal „edio da cultivo. airaacion, tie^o de incubacion, etc 
deban ser salaccionadas y ajustadas de acuardo con la capa 
utili.ada. NO obstante, an t.r.inos ganarales. la far^anta- 
cx6n sa realiza durante un pariodo da 4 a X4 dias en oondi- 
cionas aer6bicas a una tamperatura antra 20-c y 30-c y un of 
entre 5 y 9. 

En resumen. la presents invancion incluya : (I) frag 
n^antos da gue contienen los pro^otores de los ganas gd^ 

^a. y act da P. chryso^anun, y del gen act de A. cftr^.o^en^, 
(ID plasmidos qua incorporan los antariormenta citados oro- 
-otoras junto con su lugar de inicio de traduocion. (in, 
Plasmidos en los que un gen estructural homologo o heterS- 
1030 o un fragmento de DNA antisentido as situado bajo el 
control de dichos promotores. ,IV, cepas de P. c^,^soga„u. o 
A. chrysog^um transformadas con dichos plismidos, (VI) ce- 
pas transformantes capaces da axprasar el gen estructural o 
al DNA antisentido situado en al pl.s^ido bajo eX control 
del promoter y (vil, capas transforn^tas capacas da secra- 
tar proteinas extracalulares, homologas o hetarologas, bajo 
el control del Phex, 
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Los siguaentes ejemplos describen en detalle la 
■presente "invencion sin litnitar su alcance. 

EJEMPLO 1 

1.1. Clonacion y carac terizacion del gen gdh de P. 
5 chrysocrenum . 

Con la final idad de clonar el gen gdh de P. chryso- 
genum, se construyo una genoteca en el vector fagico ;.GEM12 
siguiendo procedimientos establecidos (Sambrook, j. et ai . 
(1989). Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA) . Para 
ello, el DNA total del hongo (purificado segun el metodo 
descrito por Barredo et al . (1994) Patents espanola 
P9400931) fue. parcialmente digerido con 5au3AI y los frag- 
mentos de alrededor de 20 kb se. purificaron en un gradiente 
de sacarosa (10-40%). Estos fragmentos se ligaron con los 
brazos del vector previamente digeridos con BawRl y puri- 
ficados y seguidamente la mezcla de ligacion se encapsido in 
^itro utilizando el sistema Gigapack II Gold (Stratagene) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Con la reac- 
cion de encapsidacion resuspendida en 500 ^il de SM se rea- 
lizaron infecciones de E. coli LE392 para titular el numero 
de fagos presentes y de coli NM539 con la finalidad de 

determinar el porcentaje de fagos recombinantes . E. coli 
NM539 es una cepa lisogena del fago P2 y solo origina placas 
2 5 de lisis cuando el fago que la infecta carece de la region 
central dispensable. El titulo fagico resulto ser de 132 
ufp/^l (66.000 ufp totales) en E. coli LE392 y de 113 ufp/^1 
(56.500 ufp totales) en E, coli NM539. Esto significaba que 
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alrededor del 85 % de los fagos eran portadores de un inser- 
to de DNA exogeno. El calculo del numero de fagos reco^i- 
nances necesar.os para constituir una genoteca co.pleta se 
rea.xzo con la ecuac.on: N= In (l-p) /m (i-f ) donde "p" es la 
^ probab.l.dad deseada, p.oporcion del geno.a del orga- 

n.s.o elegxdo conten.da en un recon^inante y el numero 

necesarxo de recomb.nantes . Asumxendo que el genoma de ^ 
chrysogenun, esta contenido en alrededor de 30.000 kb (Fierro 
et ai. Mol . Gen. Genet. 241: 573-578) y que el pro- 

med.o de los insert os encapsidados fuera de 18 kb (a pesar 
de c^e se habian seleccionado tamanos alrededor de 20 kb) 
con el numero de fagos recombinantes obtenidos se habxa ob- 
tenxdo una genoteca de P. ci^rj^so^enu. con una probabilidad 
del 99.933 %. una vez realizadas esta serie de co.probacio- 
nes teoricas, se infecto E. coll NM53 9 y la genoteca com- 
Pleta se extendio sobre 5 placas Petri de 150 mrn de dia.etro 
(alrededor de 11.300 ufp/placa Petri), se recogio en 50 .1 
de SM mas 2 . 5 , ml de clorofor^o y se guardo a 4»C. De esta 
forma se disponia de un volumen suf icientemente amplio y re- 
presentativo de fagos recombinantes (5.300 ufp/^1) i^stos 
para ser plaqueados en cualquier moment o . 

Alrededor de 60.000 ufps fueron extendidas sobre 3 pla- 
cas Petri de ISO mm de diametro y seguidamente se transfi- 
rieron a filtros de nitrocelulosa (BA85, 0,45 ^m, Schleicher 
^ Schuell). Dichos filtros se hibridaron utili.ando protoco- 
los estandar (Sambrook, j. et al . (1989). Molecular Cloning- 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Cold 
spring Harbor, New York, USA) con oligonucleotides sinte- 
txcos correspondientes al gen ^rdh de N. arassa. Un total de 
10 clones positives fueron purificados a traves de un segun- 
do y tercer ciclo de hibridacion y seguidamente su DNA fue 
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dxgerido con una serie de endonucleasas de restriccion y 
analizado por el metodo de Southern. De esta forma, se iden- 
tifico el gen gdh en un fragmenco EcoRI de 7 , 2 kb y en dos 

f raqmentos Ba/nHI Hp 9 q i c i^i-, _ ^ • 

Dcufinx ae 2,^ y 1,5 Jcb respect ivamente . Una vez 

realizadas las correspondientes subclonaciones en los plas- 
miGcs pEluescript I KS {+) (Stratagene) y pUC13, se constru- 
yercn los plasmidos pALP784 y pALP785, los cuales se corres- 
ponden con ambas orientaciones de un fragmento de 2,9 kb 
Sau3AI-xbaI que incluye el gen gdh. El mapa de restriccion 
de la region de DNA que incluye dicho gen aparece en la fi- 
gura l . 

Con la finalidad de determinar la secuencia de nucleo- 
tides del gen gdh, se construyeron una serie de clones a 
partir de los plasmidos pALP784 y pALP785 por el metodo 
"Borrar una base -Erase a base-" (Promega) y posteriormente 
se secuenciaron por el metodo del didesoxinucleotido utili- 
zando el dispositive de ensayo -kit- "Sequenase" (USB) 
ambos casos de acuerdo con las instrucciones del fabricante 
La secuencia de 2.816 nucleotidos obtenida (SEQ ID NO : 1) 
analizo con el programa Geneplot (DNASTAR) confirmando la 
existencia de un ORF con un patron preferencial de utiliza- 
cion de codones muy marcado. El codon ATG de inicio de tra- 
duccion se encontro en la posicion 922 y el codon de termi- 
nacion TAA en la 2.522. Asimismo se determine la presencia 
de 2 intrones de 159 pb y 56 pb entre las posiciones 971- 
113 0 y 1262-1318 respect ivamente . Dicho ORF codifica para 
una proteina de 49.837 Da y un punto isoelectrico de 6.18 
cuya secuencia de 461 aminoacidos (SEQ ID NO:5) posee un 
72,4 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la 
enzima glutamato deshidrogenasa NADP dependiente de N. 
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En la regxon promotora se encuentran varias zonas rica« 
en pirirnxdinas, si bien la local.zada entre las oosiciones 
766-796 es la mas extensa. Estas zonas aparecen en genes 
altamente expresados y se localizan xnmediatamente per ^nc^- 
- del lugar de inxc.o de la transcripcion . Adxcxonal.ence 
exxscen dos presuntas ca.as TATA (cuya secuencxa consenso en 
hongos es TATAAA) en las posiciones 752 (TATATAATT) y SS^ 
(TATAATTT) . Es.as cajas TATA se encuentran en hongos de 30 1 
50 pb por encxma del lugar de inicxo de la transcrxpcion 
Por lo que lo .as probable es que la autentica caja .TATA sea 
la sxtuada en la posicion 752, es decir 42 pb por enci.a del 
lugar de inicxo de la transcripcion. La secuencia CCAAT se 
encuentra en la region promotora de alrededor del 30% de los 
genes eucariotas oonocidos situada entre 50 y 200 pb por 
encima del lugar de inicio de la transcrxpcion. En la region 
promotora del gen ^dh exist e la caja CCAAT en la posicion 
S91, es decir en torno a 105 pb por encima del presumible 
lugar de inicio de la transcripcion . 

1.2. Expresion de genes testigo en P. chryso^enum y A. 
chryso^eaum bajo el promo tor ^dh. 

El proceso de trans formacion y seleccion de transfor- 
mantes de P. chryso^enuzn y a. ahryso^^nurn se realize, tal y 
como se describe a continuacion, en funcion de su resisten- 
cxa al antibiotico fleomicina. Para ello fue precise cons- 

truxr el plasmido pALfleo7 el r-,,^! 

f ^j-eo/, ei cual posee un tamano de 5 4 

y es portador del gen We' de s. Hln^us^nus exoresado 

ba,o el control del P^dh como .arcador en hongos, del gen de 

res.stenoia a cloranf enicol como ^rcador en E. aoli y del 

polilinjcer del plasmido pBC KS (.) (stz-atagene) . 
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El procedimiento empleado para la. obtencion de proto- 
plastos y trans formacion de P. chrysogenum fue el descrito 
por Cantoral et al . en 1987 (Biotechnology 5: 494-497) y 
Diez et al. en 1987 (Curr. Genet. 12: 277-282) con ligeras 
modxficaciones. En primer lugar se crecxo P. chrysogewMu en 
el medio definido PM (Anne, J., (1997). Agricultura 25) con 
adicion de extracto de levadura al 10% durante 18-21 horas a 
25 °C, se recupero el micelio por filtracion a traves de un 
filcro de nylon y se lavo con 3-5 volumenes de NaCl 0.9%. 
Tras secarlo entre papel de filtro, se resuspendio (100 
mg/ml) en tampon de protoplastos . Cuando se considero que la 
suspension miceliar era homogenea, se le aiiadio un volumen 
de una solucion de Caylasa (Cayla) 4 mg/ml en tampon de pro- 
toplastos y se incubo durante 3 horas a 25°C con agitacion a 
15 100 r.p.m. La aparicion de protoplastos se siguio microsco- 
picamente. En el momento en que la mayor parte de ellos se 
habian liberado, se separaron del micelio mediant e filtra- 
cion a traves de un filtro de nylon de 30 ^m de poro. La 
suspension de protoplastos se lavo 3 veces con KCl 0.7 M 
centrifugando a 400xg durante 3 minutos entre vcada lavado. 
Los protoplastos precipitados se resuspendieron en 10 ml de 
solucion KCM y tras estimar su concentracion mediants con- 
taje en camara Thoma, se ajustaron a 1-5 x 10« protoplas- 
tos/ml con KCM. Seguidamente, se mezclaron cuidadosamente 
100 ^il de esta solucion con I-IO ^ig de DNA mas 10 ^1 de PCM 
y la mezcla se incubo en banc de agua-hielo durante 20 
minucos. A continuacion se anadiercn 500 ml de PCM y la 
mezcla se mancuvo a temperatura ambiente durante 20 minutos 
tras los cuales se adicionaron 600 m de KCM. La seleccion 
de transformantes se realize en base a la capacidad conferi- 
da por el gen de resistencia a flecrnicina presente en los 



20 



25 



30 



wo 98/39459 



PCT/ES98/00056 



1 7 



En 
o 



pl*s.idos pA.fleo7, p;^p,30 , p;^p„eol p„a crecer en 30 
fS/^X de £leo..cina. Para ello, se .ez.la.on 200 ^.1 .a la 
reaccian da t.ansfo^ac.6n con s .1 .el .ed.o c.apec. con 
a..ci6„ .a a M, , „eo..cina ,30 

d.enaose segu.da^ente sobre una pXaca Petri „n s .1 del 

masmo medio'. La^; T-.i=r^ = r^ 

Las placas se incuparon a 25'c hasta ve- la 

aparicion de cransformances (4-8 dias) . 

El procedx^iento e^pleado para la obtencio. de proto- 
Plastos y transfor^a.lan de c.r>..o^e„.. ^ue el descrlto 

Por ou.i.rre. e. al . a..l, . „ol . .en. Oene.. .2S: s.-.. h 
.primer luaar =5^^ r-r-or^-iA i 

gar „ecio la cepa de A. ahrysagenujn en el medic 

de„nldo ►^c durante .0-34 horas a 28-0. .e recupera el 
™.celro por aitra.ian a trav.. de un «ltrc de n^on y 
lavo con 3-5 vol..enes de «aci 0..*. Xras secarlo entre pa- 
P=l d. (lltro, se resuspendia ,50 .g/.l, en tampan de proto- 
Plascos. cuando se considara la suspensian .Icellar era 

ho.03.nea, se le afladia DTT xo .inal , 3e incba a .S-c , 
SO r.p... , ^^^^^ Seguida^ente se cencrifuga a 

el' 1 T""" " ' P-lpltado se resuspendla 

en 20 .1 de tampan de protoplastos . Posterlormente se a«adia 
un volu.en de una solucian de Ca.lasa (Cayla, 4 „s/.l en 
tampon de protoplastcs y se incuba durante 3 horas a 25»c 
con agitacian a loo r.p.m. .a aparlcian de protoplastos se 
SX9U.O mxcroscapioamente. En el memento en c^e la mayor par- 
te de ellos se habian liberado, se separaron del micalio'me- 
d.ante filtraclan a trav.s de un filtrc de nylon de 25 ,m de 
Poro^ X,a suspensian de protoplastos se lava 3 veces con KCl 
.7 M centrlfugando a l.oooxg durante 3 minutos entre oada 
avado^ LOS protoplastos precipitados se resuspendleron en 
ml de tampan NCM y tras estimar su concentracian medlante 
-ntade en cimara Thoma, se ajustaron a l-s x lo' proto- 
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plastos/ml. Seguidamente, se mezclaron cuidadosamente 100 ^1 
de esta solucion con l-lO de DNA y la mezcla se mantuvo 

en un bano de agua-hielo durance 20 minutos tras los cuales 
se adiciono 1 ml de CCM y se incubo a temperatura ambience 
durante 20 minutos mas. La mezcla se centrifuge a l.OOOxg 
durante 5 mxnutos y se resuspendio el sedimento en 800 ^1 de 
tampon NCM . La seleccion de transf ormantes se realizo en 
base a la capacidad conferida por el gen de resistencia a 
fleomicina presence en los plasmidos pALfleo? y pALCfleol 
para crecer en 10 ^ig/ml de fleomicina. Para alio, se mez- 
claron 200 ^1 de la reaccion de transf ormacion con 5 ml del 
medio TSA con adicion de sacarosa (0,3 M) y fleomicina (10 
Jig/ml) , extendiendose seguidamente sobre una placa Petri con 
5 ml del mismo medio. Las placas se incubaron a 28 "C hasta 
15 ver la aparicion de transf ormantes (5-8 dias) . 

En los transf ormantes obtenidos se analizo (I) la pre- 
sencia de DNA correspondiente al plasmido utilizado en la 
transf ormacion, (II) la existencia de transcrito correspon- 
diente al gen testigo y (III) la actividad enzimatica 
correspondiente al gen expresado. La obtencion de DNA total 
se realizo de acuerdo con las condiciones descritas por 
Barredo et al . en 1994 (Patente espanola P9400931) y su pos- 
terior analisis se llevo a cabo por el metodo de Southern, 
segun el procedimiento descrito por Sambrook et ai . en 1989 
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA). La purifi- 
cacion de RNA total se realizo segun el metodo el descrito 
por Ausubel et al . en 1987 (Current Protocols in Molecular. 
Biology, John Wiley & Sons, New York, USA). El RNA obtenido 
se almaceno precipitado en etanol a -20°C. Para su utiliza- 
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cion, sa recupero por centr.f ugacion a 4-C y lO.OOOxg duran 
te 20 „,inucos. La separac.on da las .olaculas da RKA an bas< 
a su camano molecular sa reali.6 por alactrof oresis a. 
agarcsa-formaldahldo. Sagu.da.enca al RNA sa Cransfirx6 . 
' t:.ltro da nitrocalulosa y se hibr.do con la sonda dasaada 
todo alio segun el „,etodo descrito por Sambrook at a 7 en 
1989 (Molaoular cloning , a Laboratory Manual, Cold sprang 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York USA) La 
aparicidn da bandas de hibridacion raval6 la existanoia de 
transorxtos y por tanco la capacidad de exprasi6n da un gan 
baotar.ano an al hongc hospadadora : P. ci,rysoc,anu™ o A 
chrysocre^u.. La actividad enzim^tioa P-galaotosidasa se va- 
loro en los transf ormantes da acuardo con al m^todo descrito 
por san^rook at al . en (Molecular cloning : A Labora- 

'""^^ "^"^ =P^i"3 Harbor Laboratory, Cold Spring 

Harbor, New York, USA, . La axprasion del gen de rasistencia 
a fleomicina se valoro an funcion del nival da resistancia 
conferida a P.. chrysoc^anu. o A. cHryso^^nun, en el medio 
solrdo Czapeck tras su incubacion a 25 = c durante 7 dias. 

1.2.1. Expresion del gen lacZ de E. coli en P. =iry.o^enu=, y 

E. coll bajo el Pg-dfa . 

El gen lacz da E. coli sa fusiono Craduccionalmante con 
el Pgdh con la finalidad de exprasarlo en P. oi^rysogenu. 
Para alio, antra los sitios EcoRI y sail del plasmido pMLl 
(Carra,„olino at al . 1S39. Gene 77= 31-38) sa subclone el gan 
l^cz. generando al plasmido pMLac . Seguidamante , al Pgdh sa 
xntroduio antra los sitios EaoRI y s.aX de pf^ac originando 
al plasmido pSKG (fig-ura 5) . Por flltimo, al gan de resis- 
cencia a sulfonamida CCarramolino at al . 1989. Gana 77- 3i- 
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se introdujo en el sitio EcoRl- de pSKG dando lugar al 
• plasmido pSKGSu (figura 5) . En los transf ormantes de P. 
chrysogenum con el plasmido pSKGSu seleccionados por su re- 
sistencia a sulfonamida se analizo la presencia del plasmido 
por Southern y la exxstencia de transcrito correspondiente 
ai gen lacZ por Norchern. Poster iormente se midio la acti- 
vidad enzxmatica P-galactosidasa en aquellos transf ormantes 
positivos en los dos analisis anteriores. Los transf ormantes 
expresaron ef icientemente el gen lacZ de E. coli, observan- 
dose que los niveles de actividad p-galactosidasa en aque- 
llos que contenian una copia del plasmido integrada en su 
genoma eran superiores a los encontrados en transf ormantes 
monocopia que expresaban el gen lacZ bajo el control del 
promoter de gen triptofano C itrpC) . 

El plasmido pSKG se introdujo en E. coll DH5a (AlacZ) 
con la finalidad de comprobar si el Pgdh de P. chrysogenum 
era tambien capaz de dirigir la expresion del gen lacZ en E. 
coli. Los transf ormantes obtenidos poseian la capacidad de 
generar colonias de color azul tras 10 dias de incubacion a 
25°C en medio LB al que se habia adicionado isopropil -p-D- 
galactosido (IPTG) y 5 -bromo-4 -cloro-3 -indolil -p-D-galacto- 
sido (X-gal) . Este resultado conf irmo que la construccion 
Pgdh-lacz expresa la actividad enzimatica P-galactosidasa en 
E. coli, si bien con menor eficiencia que el gen endogeno 
2 5 iacZ de E. coli . 
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1.2.2. Expresion del gen Jble" de S. Hindus tanus en P. 
chrysogenum y A. chrysogenum bajo el Pgdh . 

El gen bie« carence de su region promotora se obtuvo a 
partir del plasmido pUT737 (Mullaney et al . (1985). Mol . 



NSOOCID: <WO 9«n94SQAi i > 



wo 98/39459 



PCT/ES98/00056 



21 - 



Gen. Genec. 199: 37-45) .omo un fragmento Naol-Apal de l loc 
Pb. s«gu.da.en.e esce frag^en.o se subclone en el pl4..iao 
PUT713 prevxa^ente d.gerido Ncol-Apai obtaniSndose el plSs- 
mido pA^.leo5. El P^d. recupero a partir de pALP.S ceo 
un frag^ento ^coRI-Ba^l de 726 pb, el cual £ue seguida^ent^ 
subclonado en pAI,fleoS (prev.a.ente diger.do BcoRI-Ba^HT, 
para generar pALf leos . Esce ultx.o plas.xdo posee un ta.ano 
de 4,2 kb, el gen ble' expresado bajo el control del P^dh „ 
el gen de resistencia a ampicilina co„o marcador en E coli 
con la finalidad de sustituir eete ultimo .arcador por el 
9en de resistencia a cloranfenicol , a partir de pA^fleo. se 
pur.fxco un frag^ento de 1.900 pb £coRI-«otI que inclula el 
P9dh. We" y el terminador del gen tr^c (Ttrpc) y se ligo al 
Plas^ido pBC KS (Stratagene) digerido BcoRI-„otI. Como 

rasultado se obtuvo el plasmido pAI.fleo7 (figura 5), el cual 
posee un tamano de 5,4 kb y es portador del gen ble» de s 
i..ndustanus bajo el P^dh como .arcador da selaccldn en bon- 
gos, del gan de resistencia a cloranfenicol como marcador en 
E. com:, y del polilinlcer del plasmido pBC KS (t) La se 
cuenciacion de la region da fusion entre P^dh y b2e' confirmd 
la dxsposicion de aste ultimo gen en al marco da lecture 
correcto . 

con el Plasmido pAL£leo7 sa realizaron transformaciones 
da P. chrysogenum y a. chrysogenun,, seleociontadose los 
transfoonantes en funcifin da su capacidad da resistencia a 
30 w/ml y 10 ^.g/ml de fleomiclna respect ivamente . Seguida- 
menta sa establacio al maximo nival da resistencia a fleomi- 
clna ca los transformantes an medio solido, obteniandose al- 
gunos capaoes de cracer an presencia de mis de 100 Mg/ml da 
fleomicina. En los transformantes seleccionados por su ra- 
s.stenc.a a fleomiclna se analizo por Southern la presencia 
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del plasmido y por Northern la existencia • de transcrito 
correspondiente al gen ble\ obteniendose resultados posi- 
tives en ambos casos . Estos resultados confirmaron la posi- 
bilxdad de expresar genes heterologos en P. chrysogenum y A. 
chrysogenum bajo el control del Pgdh. 

El plasmido pALfleo7 se introdujo en B. coli con la 
finalidad de comprobar si el Pgdh de P. chrysag^nvm era tam- 
bien capaz de dirigir la expresion del gen i.le" en E. coli. 
Los transformantes obtenidos poseian la capacidad de crecer 
en LB con 0,2 ^g/ml de fleomicina, siendo menor de 0,02 5 
[ig/ml la concentracion minima inhibitoria de la fleomicina 
para E. coli. Este resultado confirmaba que el Pgdh se 
expresaba en E. coli, si bien con menor eficiencia que en P. 
chrysogenum. Un transf ormante de E. coli DH5a con el plas- 
mido pALfleo7 esta depositado en la Coleccion Espanola de 
Cultivos Tipo (CECT) con el numero de acceso CECT4849. La 
obtencicn de otros plasmidos como pALP784 y pALP785 a partir 
del plasmido depositado simplemente consiste en seleccionar 
por hibridacidn con el promoter del gen gdh incluido en 
pALfleo7, el fragmento de 2 , 9 kb Sau3AI-XbaI y subclonarlo 
en pBluescript I KS(+) o pUC13 , respectivamente . 

1.3. Expresion antisentido en P. chrysogenum y a. 
chrysoffeaum bajo el promo tor gdh. 

La inactivacion de la expresion genica en cepas in- 
dustriales es en ocasiones necesaria para la eliminacion de 
actividades enzimaticas indeseables. Debido a que el nivel 
de ploidia de muchas cepas industriales dificulta en la ma- 
yor parte de los casos el bloqueo de la expresion mediante 
disrupcion genica directa, es necesaria la utilizacion de 
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.iste^as de inactivacion de expresion independientes del 
n.v,l de ploidla. El desarrollo de construcciones an.isen- 
txdo expresadas bajo el control de promocores fuerces posx- 
bilica la incerrupcion de la expresion genica. 

A mode de ejemplo, a concinuacion se describe la uclU 
zac.on del P^dh para la inact.vacion de la expresion del gen 
que codrfica para fenilacecato 2 -hidrox.lasa (pahA, en P 
c^r^sogenu.. En pr.^er lugar se constmya el pl.s^.do 
P^Pe73. el cual es portador del y del Ttrpc fusionados 

mediance un sitio unico Basmi . El plasmido pAI.Pa73 se digi 
r.o BarnHI, se rellenaron sns ex.re.os con el frag.en.o 
Klenow de la DNA poli.erasa I y se ligo con un frag^nto de 
CDNA 1.053 pb interne al gen pai« obtenido a partir del 
Plas^ido PALP555 ™ediante digestion HcoRV. El plas^ido re- 
sultanta. denominado pALPa74. se selecoiono por ser portador 
del frag„ento del gen paW anti^entido respecto del P^dh A 
part.r de este plasmido se purifico un frag^ento BooRI-Xhal 
de 2,= portador del cassette antisentido. el cual se re- 
Ueno OOP. Klenow y se subclono en el sitio EcoRV del plas- 
nirdo p;^fieo7 originando el plasmido pA^Peae. Este Mti^o 
Plasm.ao se caractari^a por poseer un tamano de 7,9 kb y ser 
portador de <l, el cassette antisentido del gen pai^ bajo el 
control del Pgdh, el gen We' co.o .aroador de seleociSn 

en hongos, UI1> el gen de resistencia a cloranf anicol co.o 
marcaaor en E. ccji y el polilinker del plSsmido pBC KS 

Con al plasmido pAI.P888 se realizaron transf or^aoiones 
de P. chrysogenu;„, selecoionandose loa transfor^antes en 
funcxs.-. de su resistencia a 30 ^g/„a de fleomioina. Entre 
los -.ransfoonantes seleccionados, alrededor del 20 % „,ostra 
ban una capacidad de oxidacion de acido fenilacetico reduce- 
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da, careciendo algunos de ellos de niveles detectables de 
dicha actividad. En estos transf ormantes se analizo por 
Southern la presencia del plasmido y por Northern, utili- 
zando como sonda un oligonucleotide correspondiente a la ca- 
dena codificante, la existencia de transcrito antisentido 
correspondiente al gen pahA. En arrJoos casos se obtuvieron 
resultados positives, confirmando la posibilidad de blo- 
quear, total o parcialmente , en P. chrysogenum actividades 
enzimaticas indeseables mediante la utilizacion de construc- 
ciones antisentido. Estos resultados son extrapolables a 
hongos filamentosos relacionados y a cualquier actividad en- 
zimatica, utilizando alguno de los promotores descritos en 
la presents patente {Pgdh, Phex, PactPc y PactAc) o cual- 
quier otro disponible. 



1 5 E JEMPLO 2 

2.1. Clonacion y caracterizacion del gen hex de P. 
chxysog^enum . 

En el micelio de P. chrysogenum procedente de fermenta- 
ciones industriales en condiciones de produccion de penici- 

20 lina G, se determino la presencia de una protexna mayorita- 
ria que una vez purificada y caracterizada resulto ser la 
enzima P-xN-acet ilhexosaminidasa . La secuencia de aminoacidos 
del extreme amino terminal de la protelna purificada se de- 
termine por el metodo de degradacion de Edman, obteniendose 

25 des secuencias diferentes: 

(A) Ala-Pro-Ser-Gly-Ile-His-Asn-Val-Asp-Val- (His) -Val-Val- 
- (Asp) -Asn- (Asp) -Ala- (Asp) -Leu-Gln-Tyr- (Gly) 
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(B) 



' P 



Val-Gln-Val-Asn-Pro-Leu-Pro-Ala-Pro- (Arg) - (Arg) -iie- 
(Thr) -?7?- (Gly) - (ser) - (Ser) - (Gly) - (Pro) - (Ile/Thr.) (val) 

En funcion de estas secuenc.as y asumxendo la tendenca- 
de utxlxzacion de codones exxstente en una serxe de genes d^ 
P. cWso^enun,, se disenaron las siguientes con^inaciones de 
oligonucleocidos sinteticos: 



(I) 5- TCGACGACGTGSACGTCSACGTTGTGGATGCC 3' 
(ID 5' CCGTAYTGSAGGTCRGCGTCGTTGTCGACGAC 3' 
(HI) 5' GGGGCVGGSAGVGGGTTGACYTG 3' 

El gen hex de P. ciry^ogenu», sa clone utilizando la 
genoteca y los procedimientos dascritos en el eje^plo l Un 
total de 11 clones positives fueron purificados y seg^ida- 
mente su DNA fue digerido con una seria de endonucleasas da 
restrxccion y analizado por al matodo de Southern. Da asta 
forma, se identifies el gen hex an un frag„,anto Sad da 3 2 
y an otro Sail da 2,1 kh. La subclonacion an anr^as 
or.entacionas del fragmanto Sail an al plasmido pBC KS(., 
(Stratagane) gener6 Ics plasmidos pAI,P29S y pAI.P303. El mapa 
de restriction de la region de Dm que incluye el gen hex 
aparece en la figura 2. 

Con la finalidad de determinar la secuencia de nucleo- 
txdos del gen he^ se utilizaron los plasmidos pALP295 y 
PALP303 anteriormente citados, as! como pALP319 y pALP461 
(ambas orientaciones de un fragmento BanHI de 2 8 kb) 
PALP388 y pALP3a9 (a^as orientaciones de un fragmento Sali 
de 2,4)cb) y pALP377 y pALP378 (an±,as orientaciones de un 
fragmento PstI de 1,2 Ul^ur. 2). A partir de dichos 

pl.s.idos se construyeron una serie de clones por el ..todo 
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"Borrar una base -Erase a base-" (Promega) y posteriormente 
se secuenciarcn por el metodo del didesoxinucleotido utili- 
zando el dispositive de ensayo -kit- "Sequenase" (USB) en 
ambos casos de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
La secuencia de 5.240 nucleotidos obtenida (SEQ ID NO : 2 ) se 
analizo con el programa Geneplot (DNASTAR) confirmando la 
existencia de dos ORFs con un patron preferencial de utili- 
zacion de codones muy marcado . El codon ATG de inicio de 
traduccion del gen he^ se encontro en la posicion 1.324 y el 
codon de terminacion TGA en la 3.112. Dicho ORF carece de 
intrones y codifica para una proteina de 66.545 Da y un 
punto isoelectrico de 5,34 cuya secuencia de 596 aminoacidos 
(SEQ ID NO:6) posee un 49,0 % de identidad con la secuencia 
de aminoacidos de la enzima P-N-acetilhexosaminidasa de Can- 
dida albicans. Asimismo, la secuencia de aminoacidos deduci- 
da incluye, en las posiciones 19-40 y 99-120, las secuencias 
de aminoacidos determinadas quimicamente a partir de la en- 
zima purificada. Un lugar de reconocimiento de proteasa 
(Lys-Arg) aparece en las posiciones inmediatamente adya- 
centes a la secuencia de aminoacidos (A) anteriormente des- 
crita (aminoacidos 97-98) 

En la region promotora se encuentran dos zonas ricas en 
pirimidinas entre las posiciones 1.106-1.128 y 1.182-1.200, 
una presunta caja TATA en la posicion 1.258 (ATAAATA) y una 
25 caja CAAT en la posicion 1.163. 

2.2. Expresion del gen jble" de S. hindustanus en P. 
chryso^envim bajo el Phex . 

Los procesos de : (I) transf ormacion y seleccion de 
transformantes de P. chrysogenum, (n) analisis de DNA, 
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(III) analisis de RNA y (iv) mediciones enzimaticas se rea- 
ixearon tal y como se describe en el apartado 1.2 del 

ejemplo 1. 

Para expresar el gen We' bajo el P^ex, en primer . uaar 
se con=cruy6 un sitio „coI sobre el eodon ATG .jue eod, f ^.a 
para la metionina iniciadora del gen f,e^. Esto se real < ^6 
^edian.e PCR u..U.ando .0.0 -primers- los s.guian.es oUoo- 

nucleotidos: 

5' CTCCATGGTGATAAGGTGAGTGACGATG 3' 
5- GTAAAACGACGGCCAGTG 3 '(Primer -20) 
El fragmento de DNA obtanido por PCR ee subclono en 
ambae orientaciones en el sitio s.al del plasmido pBC KS(., 
(Stratagene) dando lugar a pAI,P427 y pAI.P42S. Los Insertos 
de ambos pWsmidos fueron secuenciados utili.ando los "dis- 
positive de ensayo -kit-s" -Borrar una base -Erase a base- 
(Promega, y "Seguenase" ,USB, en ambos casos de acuerdo con 
las .nstmcoionss del fabricante. De esta forma se oomprobo 
que el PW Obtanido careola de mutaciones e inolula el si- 
tro «.oI sobre el ATG ^a codifica para la mationina inicia- 
dora de la proteina. 

PA1,P427 fua al plasmido elegido para raalizar la 
subclonacion dal gan Wa«. El gen We" carenta de su region 
promotora se obtuvo a partir del plasmido pUT737 (Mullaney 
al. <i9a5,. „ol. Gan. Genet. 19S: 37.45, oomo un fragman- 
to «coI-ApaI de 1.100 pb. Seguidamante asta fragmento sa 
subclono en el plasmido pALP427 (portador dal Phe^, pra- 
vxamente digarido „coI-ApaI obteniandosa al plasnudo pAI.P.30 
(figura 6) . Esta ultimo plasmido posae un tamano da 5 4 kb . 
el gen ble' expresado bajo al control dal Pha., al tarminador 
del gen trpc bajo el gan bie', el gen da rasistencia a clo- 
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ranfenicol como raarcador en E. coli y el polilinker del 
plasmido pBC KS ( + ) . La secuenciacion de la region de fusion 
entre Phe^ y ble' confirmo la disposicion de este ulcirr.o gen 
en el marco de lectura correcto. 

Con el plasmido pALP480 se realizaron transf ormaciones 
de P. chrysogenum, seleccionandose los transf ormantes en 
funcion de su capacidad de resistencia a 30 ^ig/ml de fleo- 
micina. Seguidamente se establecio el maximo nivel de resis- 
tencia a fleomicina de los transf ormantes en medio solido, 
obteniendose algunos capaces de crecer en presencia de mas 
de 100 ng/ml de fleomicina. En los transf ormantes seleccio- 
nados por su resistencia a fleomicina se analizo la presen- 
cia del plasmido por Southern y la existencia de transcrito 
correspondiente al gen ble' por Northern, obteniendose resul- 
tados positiyps en ambos casos . Estos resultados confirmaron 
la posibilidad de expresar genes heterologos en P. chryso- 
genum bajo el control del Phex. Un transf ormante de E. coli 
DH5a con el plasmido pALP480 esta depositado en la Coleccion 
Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el numero de acceso 
CECT4852. La obtencion de los plasmidos pALP295, pALP3l9, 
PALP377 y pALP388 a partir del plasmido depositado simple- 
mente consiste en seleccionar por hibridacion, con el promo- 
tor del gen hex incluido en pAI.P480, los siguientes fragmen- 
tos de ADN: 2,1 kd Sail, 2,8 kb BamHI , 1,2 kb PstI y 2,4 kb 
25 Sail, respectivamente y, a cent inuacion, subclonarlos en 
pBluescript I KS (+) . 
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2.3. Produccion extracelular de proteinas en P. chrysogenum 
utilizando el gen hex. 
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La enzx.a P-N-ace.ilhexcsa.inidasa es una p.oteina 
abunaante^ente secre.ada per P. .tryso^^n^ al .edio de cUl- 
.-o en fer^entadcre. indus.riales en cond.ciones de produc- 
c.on de penicxlina c. La capacidad de esta enzi™ oa.a ser 

secretada pos-ibilita i^ i- 

-miita la utilxzacion del gen i,ex oara la 

- seorecxon de proceinas homologas o heterologas 
en P. ch.y.„genu„ u hongos fila^entosos relacionados 

La enzima posse una secuencia senal de sec.ecion co™- 
Pues.a per I03 siguientes a.ino.c.dos: Met-Lys-Phe-Ala-Ser- 

Val^.eu-..n-Val-.eu-ol.-Ma-Leu-......a-Ala-Se.-.la U^ino- 

ac.d , ^^^^^^^^ 

poseen tres do.inios es.ructurales conser^ados (Taki- 
-wa, „. e. al. Reco^lnant .icrobe. for industrial 

and agricultural applications. Murooka. V. And I.anaKa. T 

eds,. Marcel Oe..er, Inc. „e„ Vor., = (I, una regian a.ino 
eermxnal cargada positlvamente . denominada "n" , la cual ga 
neral^ente posee de 1 a s residues y se reguiere para la 
.raslocacian eficiente de la proteina a tra.*s de la „e„- ' 
brana ,Met-L,s,, ,xi, una regi6n .idrofabica dencinada 
, compuesta por 7 a is residues (Phe-Ala-Ser-Val-Leu- 
Asn-Val-Leu, y ,xxi, una regien polar en el extreme car- 
boxxlo deno.i„ada ..c". co^puesta por 3 a 7 residues (Gly- 
Ala-Leu-Thr-Ala-Ala-Ser-Ala) . La prepreteina sintetizada in- 
tracelular^ente se precesa por un sitio de corte ce^puesto 
por des residues basices ,Lys-Arg. aminoacides 97 y se de 
SEQ ID NO: 6) generando una preteina madura. 

Existen des pesibilidades a la hera de expresar y se- 
cretar pretelnas utili.ando el gen hex: ,1, fusienar en mar- 
=0 de lecture la region pro^otera, incluyende la secuencia 
senal de secreci6n. a la regien cedificante del gen a expre- 
sar y (II, fusienar en .arce de leotura el gen hex co^piete 
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a la region codificante del gen a expresar. Utilizando tec 
nicas estandar de biologia molecular (Sambrook, J. et al 
(1989). Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Sprin 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA; 
5 Ausubel et aJ . (1987) Current Protocols in Molecula 
Biology, John Wiley & Sons, New York, USA), cualquier ex 
perto en el arte podria utilizar el promoter, incluyendo la 
secuencia de secrecion del gen hex, o bien el gen complete, 
para la expresion y secrecion de proteinas de interes en P. 
chrysogenum u hongos filamentosos relacionados . 



EJEMPIiO 3 



5 



3.1. Clonacion y caracterizacion del gen act de P. 
chrysog'enum . 

El gen act de P. chrysogenum se clono utilizando la 
genoteca y los procedimientos descritos en el ejemplo 1. En 
este caso la hibridacion se realize con un fragmento Ncol- 
Clal de 888 pb procedente del gen act de A. nidulans (Fidel 
et al. (1988). Gene 70: 283-293). Un total de 10 clones po- 
sitives fueron purificados y seguidamente su DNA fue digeri- 
do con una serie de endonucleasas de restriccion y analizado 
per el metedo de Southern. De esta forma, se identifico el 
gen act en fragmentos Ba/nHI de 5,2 kb, EcoRI de 4,9 kb y 
Hindlll de 5,9 kb. El fragmento Hindlll fue subclonado en 
ambas orientaciones en el plasmido pBluescript I kS(+) 
(Stratagene) generando los plasmides pALP298 y pALP299. La 
subclonacion en ambas orientaciones del fragmento EcoRl en 
el plasmido pBluescript I KS(+) (Stratagene) genero los 
plasmides pALP315 y pALP316. El mapa de restriccion de la 
region de DNA que incluye el gen act aparece en la f igura 3 . 
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finalidad de determinar la secuencia de nucleo- 
tides del gen act se utilizaron los plasmidos pALP315.- y 
PALP315 anteriormente cxtados. A par.ir de dichos plasmidos 
se construyeron una serxe de clones por el metodo "Borrar 
5 una base -Erase a base-" (Promega) y posterxormente se se- 
cuencxaron por el metodo del dxdesoxinucleotxdo utxlizando 
el disposxtxvo de ensayo -kxt- "Sequenase" (uSB) en ambos 
casos de acuerdo con las xnstrucciones del fabricante. La 
secuencxa de 2.994 nucleotidos obtenida (SEQ ID NO : 3 ) se 
10 analizo con el programa Geneplot (DNASTAR) confirmando la 
existencia de un ORF con un patron preferencial de utiliza- 
cion de codones muy marcado. El codon ATG de inicio de 
traduccion del gen act se encontro en la posicion 494 y el 
codon de terminacxon TAA en la 2.250. Dicho ORF posee 5 
15 intrones en las posiciones 501-616, 649-845, 905-1046, 1078- 
1180 y 1953-2021 y codifica para una protexna de 41.760 Da y 
un punto isoelectrico de 5.51 cuya secuencia de 375 amino- 
acxdos (SEQ ID NO: 7) posee un 98,1 % de identidad con la 
secuencia de aminoacxdos de la protexna y-actina de A 
20 nidulans. En la region promotora se encuentran dos extensas 
zonas ricas en pirimidinas entre las posiciones 356-404 y 

418-469, una presunta t-;5na tst-a -i 

cauxica caja TATA en la posicion 259 

(TATAAAAAT) y cuatro caia^, raa-r t 

y ^uctuio ca^as CAAT en las posxciones 174, 217 

230 y 337. 

25 3.2. Expresion del gen l^Ie" en P. chrysogenum bajo el PactPc. 

Para expresar el gen Me" bajo el PactPc, en primer 
lugar se construyo un sitio Ncol sobre el codon ATG que co- 
difica para la metionina iniciadora del gen he^. Esto se 



► 9839459A1J > 



wo 98/39459 



PCT/ES98/00056 



32 



realize mediante PGR utilizando como "primers" los siguien- 
tes oligonucleotidos : 

5' CTCCATGGTGACTGATTAAACAAGGGAC 3' 

5' GTAAAACGACGGCCAGTG 3' (Primer -20) 

El fragmento de DNA obtenido por PGR se subclone en 
ambas orientaciones en el sitio Smal del plasmido pBG KS(+) 
(Stratagene) dando lugar a pALPactl y pALPact2 . Los insertos 
de ambos plasmidos fueron secuenciados utilizando los "dis- 
positive de ensayo -kit-s" "Borrar una base -Erase a base-" 
(Promega) y "Sequenase" (USB) en ambos cases de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. De esta ferma se cemprobo 
que el PactPc obtenido carecia de mutaciones e incluia el 
sitio Ncol sobre el ATG que codifica para la metionina ini- 
ciadora de la protelna. 

pALPactl- fue el plasmido elegido para realizar la 
subclonacion del gen ble'. El gen hie' carente de su region 
promotora se obtuvo a partir del plasmido pUT73 7 (Mullaney 
et al. (1985). ..Mel. Gen. Genet. 199: 37-45) como un fragmen- 
to Ncol-Apal de l.loo pb. Seguidamente este fragmento se 
subclone en el plasmido pALPactl (portador del PactPc) pre- 
viamente digerido Ncol-Apal obteniendose el plasmido 
pALPfleol (figura 6) . Este ultimo plasmido posee el gen ble" 
expresado bajo el control del PactPc, el terminador del gen 
trpC bajo el gen ble", el gen de resistencia a cloranf enicol 
como marcador en E. coli y el polilinker del plasmido pBC KS 
( + ) . La secuenciacion de la region de fusion entre PactPc y 
ble" cenfirmo la disposicion de este ultimo gen en el marco 
de lectura correcto. 

Con el plasmido pALPfleol se realizaron transf ormacio- 
nes de P. chrysogenum. seleccionandose los transf ormantes en 
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funcxon de su capacidad de resistencxa a 30 ^g/.l de f leom. - 
cxna. Seguidamente se establecio el maximo nxvel de resis- 
tencia a fleomicxna de los transf ormantes en medio solido 
obteniendose algunos capaces de crecer en presenc.a de 
de 100 j.g/ml de fleomacina. En los trans formantes seleccio 
nados per su resxscencxa a fleomxcina se analxzo la presen- 
cxa del plasmidp por Southern y la. exxstencia de transo-ito 
correspondiente al gen bie'^ por Northern, obteniendose re- 
sultados posxtivos en ambos casos . Estos resultados confir- 
maron la posibilxdad de expresar genes heterologos en P 
ctrysa^^num ba,o el control del ^actPa. Un transf orman.e de 
E. aoll DH5a con el plasmido pALP315, el cual es portador 
del gen act, esta depositado en la Coleccion Espanola de 
Cultxvos Tipo (CECT) con el numero de acceso CECT^SSl La 
obtencion del plasmido pALP316 a partir del plasmido depo- 
sxtado PALP315 simplemente consiste en subclonar el inserto 
PALP315 en el lugar EcoRI de pBluescript I KS (.) en la 
orientacion opuesta. 



EiJEMPLO 4 



20 4.1. Clonacion y caracterizacion del gen act de A. 

chirysag-Gnxim . 

con la finalidad de clonar el gen gdh de A. ahryso- 
9enum. se construyo una genoteca en el vector fagico /GEMIS 
tal y como se describe en el apartado l.i del ejemx^lol. El 
25 txtulo fagico obtenido fue de 50 ufp/ul (25.000 ufp totales) 
en E. aoll LE392 y de 41 ufp/m (20.500 ufp totales) en E 
coll NM53 9. Esto significaba que alrededor del 82 % de los 
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fagos eran portadores de un fragmento de DNA exogeno y qu 
se habia obtenido una genoteca A. chrysogenum con una proba 
bilidad del 99.999 %. Una vez realizadas esta serie de com- 
probaciones ceoricas, se infecto E. coli NM539 y la geno- 
teca compleca se extendio sobre 3 placas Petri de 150 mm de 
diametro (alrededor de 7.000 ufp/placa Petri), se recog:L6 er 
50 ml de SM mas 2.5 ml de cloroformo y se guardo a 4°C. Ce 
esta forma se disponia de un volumen suf icientemente amplio 
y representative de fagos recombinantes (2.100 ufp/^1) 
listos para ser plaqueados en cualquier momento . 

Alrededor de 20.000 ufps fueron extendidas sobre 2 
placas Petri de 150 mm de diametro y seguidamente se trans- 
firieron a filtros de nitrocelulosa (BA85, 0,45 ^m, 
Schleicher & Schuell) . Dichos filtros se hibridaron utili- 
zando protocolos estandar (Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
New York, USA) con un fragmento Ncol-Clal de 888 pb corres- 
pondiente al g.en act de A. nidulans. Un total de 5 clones 
positives fueron purificados y seguidamente su DNA fue dige- 
rido con una serie de endonucleasas de restriccion y anali- 
zado por el metodo de Southern. De esta forma, se identified 
el gen act en un fragmento Hindlll de 8,7 kb. Este fragmento 
fue subclonado en ambas orientaciones en el plasmido 
pBluescript I KS(+) (stratagene) generando los plasmidos 
PALC52 y pALC53 . El mapa de restriccion de la region de DNA 
que incluye el gen act aparece en la figura 4. 

Con la finalidad de determinar la secuencia de nucleo- 
tides del gen act se utilizaron los plasmidos pALC52 y 
PALC53 anteriormente citados . A partir de dichos plasmidos 
se construyeron una serie de clones por el metodo "Borrar 
una base -Erase a base-" (Premega) y posteriormente se se- 
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10 



15 



cuenciaron por el d.de.oxinucla6tido utili.ando 

el dispositive de ensa.o -.it- -Se^anase- ,USB, en a^os 
cases de acuerdo con las ins„ucciones del fabr.cante La 
secuencia de 3.240 nucleotides ebtenida (SEQ ID No-., se 
anax.zo con el pregran,a Geneplot (DNASTAJ,, cenfxr^ando ,a 
existenc.a de un ORP con un patron preferencial de ut.U- 
zao.on de oedones .uy .arcade. El ced6„ ATG de inicio d- 
rraduce.en del gen act se encontre en la posicion 787 y 
codon de terminac.on TAA en la 2.47a. Diche ORF pesee 5 in- 
trones en las pes.ciones 794-920, 952-1.123, i.iso-l 289 
1.321-1.410 y 2.183-2.249 y ceditica para una preteina de 
41.^12 Da y un punto iseelectrice de S.51 cuya secuencia de 
375 a..neacides (SEQ ID NO:8) pesee un 98,4 % y un 98,1 % de 
.dentidad con las secuencias de a.ineacidos de las protelnas 
r-actxna de A. nidulans y P. cHryso^^nu^ respectiva^ente. En 

la region promotora se encuen^r•^ • • 

encuentra una zona rica en pirimidi- 

nas entre las posicionec; ann c-jza 

y ^iciones 607-654, una presunta caja TATA en 

la posicion 747 (TTATAAna^ , ■ 

/ VXiAiAAAA) y una cai a CAAT f=^n 1=. • 

'--'-^1 en la posicion 

-i 3 8 . 



25 



4.2. Expresion del gen We' en A. ci^xy^o^enum bajo el P.c«=. 

con la finalidad de expresar el gen ble' baje el control 
del PactAc, se construyo el plasmide pALCfleel (figura 6) 
el cual incluye el gen We" expresado baje el control del 
Pact^c, el terminador del gen trpc bajo el gen ble', el gen 
de resrstencia a cloranf enicol come marcador en E. .oil y el 
polilinker del plSsmido pBC KS ( + ) . 

El gen ble' carente de su regi6n promotora se obtuvo a 
partir del plasmido puT737 (Mullaney et aj . ,1985) Mol 
Oen. cenet. 199: 37-45, co.e un frag.ente „coI-^paI de 1 100 
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20 
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pb. Seguidamente este fragmento se fusiono en marco de lec- 
ture con el PactAc aprovechando que el gen act posee un si- 
tio Ncol sobre el ATG que codifica para la metionina ini- 
ciadora de la proteina. Para ellc, el gen ble^ se subclone en 
el plasmido pALCactl (portador del PactAc) previamente dige- 
rido WcoI-.4paI obteniendose el plasmido pALCfleol (figura 
6) . La secuenciacion de la region de fusion entre PactAc v 
bie^ confirm© la disposicion de este ultimo gen en el marco 
de lectura correcto. 

Con el plasmido pALCfleol se realizaron transforma- 
ciones de A. chirysogenum , seleccionandose los transf ormantes 
en funcion de su capacidad de resistencia a 10 )ag/ml de 
fleomicina. Seguidamente se establecio el maximo nivel de 
resistencia a fleomicina de los transf ormantes en medio s6- 
lido, obteniendose algunos capaces de crecer en presencia de 
mas de 30 |ig/ml de fleomicina. En los transf ormantes selec- 
cionados por su resistencia a fleomicina se analizo la 
presencia del plasmido por Southern y la existencia de 
transcrito correspondiente al gen ble' por Northern, obte- 
niendose resultados positives en ambos casos . Estos resul- 
tados confirmaron la posibilidad de expresar genes hetero- 
logos en A. chrysogenum bajo el control del PactAc. Un 
transf ormante de E. coli DH5a con el plasmido pALC52 , el 
cual es portador del gen act, esta depositado en la Colec- 
cion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el humero de ac- 
ceso CECT4850. La obtencion del plasmido pALC53 a partir del 
plasmido depositado pALC52 simplemente consiste en subclo- 
nar el inserto pALC52 en el lugar Hindlll de pBluescript I 
KS(+) en la orientacion opuesta. 
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- d.po.i.ados u.iZizando de ho.pedador a . 

coi., e. tan solo cuestion de ru.ina tacnica y de la elec- 
tor, de los vectores n,as apropiadoa para la tra„,f 

, , ^ paira xa transformacion 

de aichos generos o familias. 

DESCIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS 

''"^^^ ^^^^ res..icci6n del gen ,e p 

-.™u., el cual cod...ca pa.a la actlvldad en........ 

9luta.ato deshidrogenasa .abp dependiente (EC X 4 , 4) 

Figu.a 2.- Mapa de res..icci6n del gen .e. de p 
„ „ codxf.ca para la activldad enzimatica 

p-N-acetilhexosaminidasa (EC, 3 . 2 . l . 52) 

Figura 3.- „apa de restricclon del gen ac. de P 
cArysoffe^^. el cual codifica para v-actina 

Figura 4.- Mapa de re.trlcci6n del gen ace de ^ 
<=hrysog.n^, ei cual codifica para y-actina. 

Figura 5,- Vectoirec, r.= v-=. i 
^ . , P^^^ expresion del gen lacZ de 

^- coii, del gen ble" c ^, • 

^ ^^^<^^st^nus y del fragmento 

antisentido del aen r.^K7> ^ 

gen pahA de p. ci^rxso^e^un, en p 
ch^xsogenu. y/o ^. ci^^so^enu. bajo el promoter P^dh 

Figura S.- vectores para la expresi6n del gen ^le^ .e 
S. ..ndusta.us en P. ^.r^.o^eno. y/o . . . c^^.o^enu. ba,o los 
promotores Pi,e;>c, PactPc. PactAc. 
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LISTADO DESECUENCIAS 

INFORMACION GENERAL: 

SOL I CI XANTE : 

NOMBRE: AMTIBIOTICOS , S.A.U. 
CALLE: Avda . de Burgos, 8 -A 
CIUDAD: Madrid 
ESTADO O PROVINCIA: Madrid 
PAIS: Espana 
CODIGO POSTAL: 2 8 036 
TELEFONO: 91-3841200 
FACSIMIL: 91-3841220 

TITULO: "PROMOTORES DE LOS GENES GLUTAMATO DESHIDROGENASA, 
P-N-ACETILHEXOSAMINIDASA Y y-ACTINA Y SU UTILI - 
ZACION EN SISTE^4AS DE EXPRESION, SECRECION Y ' 
ANTISENTIDO DE HONGOS FILAMENTOSOS " . 

NUMERO DE SECUENCIAS : 8 

DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA : 

DESTINATARIO : ANTIBIOTICOS , S.A.U. 

CALLE: Avda. de Burgos, 8 -A 

CIUDAD : Madrid 

ESTADO O PROVINCIA: Madrid 

PAIS : Espana 

CODIGO POSTAL: 2 803 6 

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR : 

TIPO DE MEDIO: DISCO 3.5" 
ORDENADOR : PC 

SISTEMA OPERATIVO: WINDOWS 
SOPORTE LOGICO: WORD 
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INFORMACION SOBRE EL ABOGADO/AGENTE : 
NOMBRE: ALBERTO DE ELZABURU 
NUMERO DE REGISTRO: 2 32/1 
DIRECCION: Miguel Angel, 21 
28010 - Madrid 

INFORMACION SOBRE TELECOMUNICACIONES : 
TELEFONO: 3085900 
FACSIMIL: 3193810 

TELEX O CORREO ELECTRONICO: el zaburu@el zaburu . 
INFORMACION PARA LA SEQ ID NO. : 1 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 2816 pares de bases 

TIPO: nucleotides 

NUMERO DE HEBRAS : 2 

CONFIGURACION: lineal 
TIPO DE MOLECULA: ADN genomico 
HIPOTETICA: NO 
ANTI-SENTIDO: NO 

FUENTE DE ORIGEN: Penicillium chrysogenum 
FUENTE INMEDIATA: plasmidos pALP784 y pALP785 
POSICION EN EL GENOMA: desconocida 
CARACTER f S T I CA : 

NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante 

SITUACION: union (922... 970, 1131... 1261, 1319 2521 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE CLAVE: intron 
SITUACION: 971 ... 1130 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE / CLAVE : i n t ron 
SITUACION: 1262... 1318 
CARACTERISTICA: 

OTRAS INFORMACIONES: gen gdh 
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA": SEQ ID NO : 1 

GATCGCCGTT TATGGGATAG TGGGCACGTG ACAGAGCCTG CAGCCGAGTC AAATTGCCGA 6 0 

AGTTGGCAGT TGGTGGCGGA GAACTCGAGA TTTTATTTGC GTTTATTTCG TTTT^TTTCGA 12 0 
TTTTAGTTTT CCTATTTTTC CTATTTTGGT TGATTCCATC CAACTTTATA GGATACTACT 18 0 
TCATAATAGG TCGATCATAG TACAAGCACC AACTCGTCGC ATCATGCATT TTCTGGGGTT 24 0 
CGA-ATTCTTT ACTTAGAGTA AGGTTTCTCT CAGCCTCCTA ATAAACTACC TAGGTAGGTT 3 00 
AAATTTACTT TTTAA.CATTT TATTTATTCA GAAGATTGTC GGAGAGGACC GATCCGAAGG 360 
ACACGAJi.TTG .^CACGGAAG GGATATTAGG GACAAGGAAG ATTTAGGGAT AAAAI^J^JKCGA 4^0 
GCTGTGATTG ATGGGAAGGT TAAAGTGTAG TAATGAAGGT GATGGGACCA AAAGGAGTGG 4 80 
GAGAGATAAG CCAAATTCTG TGCAAATTCT GTGACCTTAA ACCATAAGAT A-ACATTGTTC 54 0 
GGGCCCCGAA CTTCGGACGT TCTTCCCACG GAAAGGCAAA TCATTGGGTT TCATCGATTC 600 
TCTTGGATCT TTATCCTAAT TCCCCGTGCA ACCTGGTCTT GGGGATTATT GTCGACTTGT 660 
AGGCGCATTA ACCCATCTCC CGTCTTCCCT CCAATCAATC CCGGATTCTC TCGTCCGACT 72 0 
CCGGCTTCGA CTCTCTCTCT CTCCACATCT CTATATAATT GTACACTCCC CCATCCCATT 78 0 
CTTTTCTTCT CTTCTCATCT ACTCTCTTGA ATCTCAATTG TCTTAATACT CTCTCTGCTC 84 0 
TTGTCTTTAT. TTATAATTTA TTAGATCACT GCTTAGCATT GATCTACTTA CCTAAAAGCA 900 
GAGTTAJ^CAG TACCGGCCGA A ATG ATG CAA AAC CTT CCC TTC GAG OCT GAG 951 

Met Met Gin Asn Leu Pro Phe Glu Pro Glu 
1 5 10 

TTC GAG GAG GCC TAG AAG G GTATGTCTCT TTTAATTTTT CCCTTTCTTA TTTCAA 10 06 
Phe Glu Gin Ala Tyr Lys 
15 

TTCCATATCG TCCATATCAC ACACTATTTC CCGACTCAAT TCCTTTACCC ATCGGCATCT 10 66 
TCCCGGCCTT TGGCTCCACC GGGGGCATAA TTTCGGGGTG ACTCAGCTAA CAATCCCGAA 1126 
ACAG AG CTC GCC TCC ACT CTC GAG AAC TCC ACT CTT TTC CAG AAG AAG 1174 
Glu Leu Ala Ser Thr Leu Glu Asn Ser Thr Leu Phe Gin Lys Lys ' 
2 0 25 3 0 

CCC GAG TAG CGC AAG GCT CTT CAG GTC GTC TCT GTC CCC GAG CGT GTT 1222 
Pro Glu Tyr Arg Lys Ala Leu Gin Val Val Ser Val Pro Glu Arg Val 

35 40 45 

ATT CAG TTC CGT GTT GTC TGG GAA GAT GAG AAA GGC CAG GTAAGACCTT 1271 ' 

lie Gin Phe Arg Val Val Trp Glu Asp Asp Lys Gly Gin 

50 55 60 

TCTTTTTGAA AATGTCTAAT TAATTGCCAC ATGCTAATTC CGTTCAG GTC CAA ATC 1327 

Val Gin He 

AAC CGT GGA TAG CGT GTC CAG TTC AAC TCC GCT CTT GGC CCC TAG AAG 1375 
Asn Arg Gly Tyr Arg Val Gin Phe Asn Ser Ala Leu Gly Pro Tyr Lys 

S5 70 75 

GGT GGC CTC CGG TTC CAC CCC ACG GTG AAC CTT TCC ATC CTC AAG TTC 142 3 

Gly Gly Leu Arg Phe His Pro Thr Val Asn Leu Ser He Leu Lys Phe 
80 85 90 95 

CTC GGT TTC GAG CAG ATC TTC AAG AAT GCC CTC ACC GGC CTG AAC ATG 1471 
Leu Gly Phe Glu Gin He Phe Lys Asn Ala Leu Thr Gly Leu Asn Met 

100 105 110 

GGC GGT GGT AAG GGT GGA TCC GAC TTC GAC CCC AAG GGC AAG ACC GAT 1519 
Gly Gly Gly Lys Gly Gly Ser Asp Phe Asp Pro Lys Gly Lys Thr Asp 

115 120 125 

AAC GAG ATC CGC CGC TTC TGT GTC TCC TTC ATG ACC GAG CTG TGC AAG 1567 
Asn Glu He Arg Arg Phe Cys Val Ser Phe Met Thr Glu Leu Cys Lys 

130 135 140 

CAC ATC GGT GCC GAC ACC GAT GTT CCC GCC GGT GAT ATC GGT GTG ACC 1615 
His He Gly Ala Asp Thr Asp Val Pro Ala Gly Asp He Gly Val Thr 

I'^S ISO 155 
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Gly Sg G1 u vll Sv ir ^^"^ ^^'^ 

16^ ^ " f^! Gly Gin Tyr Lys Lys He Arg Asn 



165 



G^n Sp GGT TCC 

Trp Glu Gly Val Leu Thr Gly Lys Gly Gly Ser Trp Gly Gly Ser 



185 



CTC ATC CGC CCC GAG GCC ACC CGC TAG GGT GTC GTC TAC TAG llc GAG 
Le. Xle Arg Pro Glu Ala Thr Gly Tyr Gly Val Val Tyr lyr ^ll Glu 



215 220 



•^^5 250 



Gly Ser Val He Ser Leu Ser Asp Ser Gin 



2" SI s .-^ z I- ir. ^rj I- - -I S 



260 



265 



ill SI r f ? 

Lys Val Gin Arg Lys Gin He Ala Glu 



280 



llu III ?hr Sn r CCC GGT 

290 """^ Pro Gly 



GCC CGC CCC TGG ACC AAC ATC GCC GGC CGC ATC GAT OTC GCT CTC CCC 
Ala Arg Pro Trp Thr Asn He Ala Gly Arg He Asp Va^ aS lIu Pro 



315 



ser Sa Thr Sf f ""f ""^^ ^^^^ ^« ^CT CTC ATC 

ser Ala Thr Gin Asn Glu Val Ser Gly Asp Glu Ala Lys Ala Leu He 

tit 111 J^"^ f ^ ^C TCC ^CC 

Ala Ala Gly Cys Lys Phe He Ala Glu Gly Ser Asn Met Gly sir tZ 

CAG GAG GCT ATC GAT GTC TTC GAG GCC CAC CGT GAT GCC AAC IIt GGT 
Gin Glu Ala lie Asp Val Phe Glu Ala His Arg Asp 111 Pro Gly 

111 aS 111 ?f ^<=C GCC AAC OCT GGT GGT 

Ala Ala Ala He Trp Tyr Ala Pro Gly Lys Ala Ala Asn Ala Gly GlJ 

vll III vTl ^^'^ "^^^ ^''^ ^C TCT IcC CGT GTC AAC 

Val Ala val Ser Gly Leu Glu Met Ala Gin Asn Ser Ala Arg Val ^n 

TGG TCC CGT GAG GAG GTT GAC TCC CGT CTT AAG 111 ATT ATG GAG GAC 
Trp ser Arg Glu Glu Val Asp Ser Arg Leu Lys Lys He Tu 2^ 

^ ub 4 1 n 

Cv"" 11"" f "^"^ ^CT GCT AAG GAG TAT GTC ACC CCT GCT 

cys Phe Asn Asn Gly Leu Ser Thr Ala Lys Glu Tyr VaJ tII Pro Sa 

G?n '''^^ '''^^ GCT GGC TCC AAC ATT GCT GG^ TTC 

Glu Gly val Leu Pro Ser Leu Val Ala Gly Ser Asn He All Sly pJe 

440 



166; 



1711 



1759 



185: 



ArS Sa xf e T^C GCC GCT CTC 

Arg Val Ala He Ser Gly Ser Gly Asn Val Ala Gin Tyr Ala Ala LeS 

^3 ^ -I Ill ^ £ IZ -I -I I- I- - - CAG .SO 



1951 



1999 



2047 



2095 



2143- 



2191 



2239 



2287 



2335 



2383 



2431 



2479' 
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ACC AAG GTC GCT GAG GCC ATG AAG GAG CAC GGT GAC TGG TGG TAAATTAGTC 2 531 
Thr Lys Val Ala Glu Ala Met Lys Glu His Gly Asp Trp Trp 

'^50 455 ' 4gQ 

GCATCCCCAT TTATTCTGGG AGGTGTTCTG TGACGATTTC TGTCCTCTCT TAAGGAGAGG 2591 

CAGCTTTGAT GCATTTTCTT TTCATTTAAA TAGCTTTTTA CCCTTTTTGT CAAGCGGGTT 2S51 

ACGGATAGAG GCGCTTGGTT TTCTCCACTG TTGCATTCGA TTGATATCCC CACTTGAGCA 2711 

CCGCTGTTTG TTTTGGTTCT GCACTTGGGA CTGTCATGAT GATAA.TGAGA TACAATGAAT 2 771 

AACTT.ZLAAAA TAJ^TTGTGTG GTCTCGTAAA GTTGTAAACT CTAGA 2816 

INFOR^4ACI6N PARA LA SEQ ID NO. : 2 

CAFIACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 5240 pares de bases 

TIPO: nucleotides 

NUMERO DE HEBRAS : 2 

CONFIGURACION: lineal 
TIPO DE MOLECULA: ADN genomico 
HIPOTETICA: NO 
ANTI-SENTIDO: NO 

FUENTE DE ORIGEN: Penici Ilium chrysogenum 
FUENTE INMEDIATA: plasmidos pALP2 95 y pALP3 8 8 
POSICION EN EL GENOMA: desconocida 
CARACTERISTICA : 

NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante 

SITUACION: 1324... 3111 
CARACTERISTICA: 

OTRAS INFORMACIONES : gen hex 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO : 2 

GTCGACCTCG CAACAGTCGA GAAGCACGCC GCCTATCTCG CCCGCAGCGG GGTAACCGGC 60 

CTAGTAACCC AGGGTAGCAA TGGCGAAGCC GTCCACCTAG ACCGGGAAGA ACGCAAGGCC 120 

ATCACAGCCG CCACACGCCG CGCCGTGGAC GCAGCCGGCT ACAGCAACAT GCCGGTGATT 180 

GCCGGCTGTG GCGCCGCCTC AACCCGTGAG ACCATCCAAT TCTGCCAGGA CTCCGGTGCA 240 

GCAGGCGCCG ACGCTGTCCT CGTGCTCCCA CCCAGCTACT ACAAGTCCCT CGTGAGCACC 300 

GAGTCCATGC ACGCCCACTT CCGGGCTGTG GCCGATGCCT CGCCCGTCCC TGTCCTCATC 3 60 

TACAACTTCC CCGGCGTGCA GTCCGGCCTC GATCTCAGCT CAGATGATAT CTTAACTCTC 420 

GCAGAACACC CCAATATCAT CGGCTGTAAG CTCACGTGCG GCAACACGGG TAAGTTGGCT 480 

CGTGTTGCGG CGGCCAAGCC GGATTTCTTG ACTTTTGGTG GCTCGGCCGA TTTCACGCTG 540 

CAGACGCTGG TTGTTGGTGG GGCGGGGATT ATCGGTGGCG TGGCTAACAT GATTCCTCGC 600 

TCGTGTGTGC GTCTGATGGA GTTGTATCGT GCTGGGAAGG TTCAGGAGGC GCAGAAGGTG 660 
CAGGCTATTG TTGCGCGCGC TGACTGGGCT GCTATCCATG GTGGCTTTAT CGCTGTTAAG 
ACGGGCCTCC AAGCCTACCA CGGTTACGGT GGTCTTCCTC GGCGGCCTTG TGTCGTGCCT 



720 



780 



TCTGCTAAGG ATGCGGCAGC CATTCAGGAG GAGTTCCGGG AGGGAATGGA GCTGGAGAAG 84 0 
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C-.~S cS??JSSo SSJSccIc SS?-— T.CC„ CCC.XCTCC. 

CAAATGTTTC ^^GGTTGCT^r GGGTTTTCCA GATGTTTTCC AGGTGTTTTC 

GATCCGGAgS ?ccS?SS ?S???cS' GACTGTGTCA TTTGCCAGTA 1 

GTTCA^.GTTG CATGTAGAGG SSSSSr Ini^^^™ ATATTTGTTG TTATATGGGA 1 

s-r = i i ™s i: 

^^^^^^ ii^p ^ 

Met Lvs Phe Ala Ser v.n , ^ GCT r 

^ - Phe Ala Ser Val Leu asn Val Leu Gly Ala Leu Thr Ala 

GCG TCC GCC GTC CAA GTG AAT CCA rxT CCr rrr rnn nr^ 

«a se. M, V.X v.l P.^ ^^o^ 5= SJn^ S " 

s= s 2^ iT. r r " 

. t-ro lie Gin Val Asn Asn Leu Asn Leu Asn Gly 

"I Ss S° Jh" 5f -'^ «c 

ro Leu Leu Thr Gin Ala Trp Glu Arg Ala Trp Glu Thr 

s ?h- s= X T-= ;ii s SI SI ?n £ ?s - 
s s Sf E s t\- i I- s s - 
SI ^ s aSi s ill SI a-i S zi sir SI ?i? £ ' - 
z z SI sji SI s^s -I SI B z III .-I E le- 
vit ?s s A-i SI SI s - E -I i SI 

V.S III SI S III -I ?S i SI gSI i IS SI 25 - 

S SI SI in -I s s^ SI SI -I -I i ^i SI aSi is - 

SI I- SI SI SI SI JS -I «i SI ?S SI SI A-I III i 

?aS IS ^i SI SI SI SI ^11 aSi si si? si si i 2?I 

CTC AAT GTT CTC CAC TGG CAC TTG GAG GAT TCT GAG TOG IgI rrn ... 
Leu Asn Val Leu His Tr-r> H-i = t ^ ^ "^^^ ATG 1992 

^^x Leu Has Trp His Leu Asp Asp Ser Gin Ser Trp Pro Met 

SI »ii s SI I- SI SI i ?s aSi aSi ii is si si - 

GAA ATC TAG ACC GAG CAC GAC ATG CGC rrr r-rr- III 

Glu He Tyr Thr Glu His aJo M^t Arg Aro til 1^ ^^'^ I'''' "^^^ 
240 245 ^ Arg 



255 
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GCG CGA GOT GTC CGC GTC ATC CCC GAG GTC GAC ATG CCC GCC CAC tcA 
Ala Arg Gly Val Arg Val lie Pro Glu Val Asp Met Pro Ala His Ser 

260 265 270 

GCC TCC GGC TGG GAG GAG GTC GAC CCG GAG ATC GTG GCA TGT GCC GAA 
Ala Ser Gly Trp Gin Gin Val Asp Pro Glu He Val Ala Cys Ala du 

275 280 285 

TCC TGG TGG TCG AAC GAC GTT TGG GCG GAG CAC ACC GCC GTC CAG CCG 223 2 

Ser Trp Trp Ser Asn Asp Val Trp Ala Glu His Thr Ala Val Gin P-o 

295 300 
A^C CCT GGC CAG CTC GAC ATT ATC TAC CCC AAG ACC TAG GAA GTT GTC 2280 
Asn Pro Gly Gin Leu Asp He He Tyr Pro Lvs Thr Tyr Glu Val Val 

305 310 315 

AAC PAT GTC TAC CAG GAA TTG TCT CGC ATC TTC AGC GAC AAC TTG TTC 232 8 

Asn Asn Val Tyr Gin Glu Leu Ser Arg He Phe Ser Asp Asn Leu Phe 

CAC GTT GGT GCA GAC GAG ATC CAG CCC AAC TGC TAC AAC TAC AGC Icc 2376 
His Vai Gly Ala Asp Glu He Gin Pro Asn Cys Tyr Asn Tyr Ser Thr 

340 345 
CAT ATC ACT AAG TGG TTT GCC GAG GAT CCC TCG CGC ACC TAC AAC GAC 2424 
His He Thr Lys Trp Phe Ala Glu Asp Pro Ser Arg Thr Tyr Asn Asp 

360 365 
CTT GCG CAG TAC TGG GTT GAC CAT TCC ATG CCC ATC TTC CGT AGT GTC 2472 
Leu Ala Gin Tyr Trp Val Asp His Ser Met Pro He Phe Arg Ser Val 

3''0 375 380 

GGC GAC CAC CGC CGT CTT ATG ATG TGG GAG GAC ATA GCT ATC GCG ACT 2520 
Gly Asp His Arg Arg Leu Met Met Trp Glu Asp He Ala He Ala 'Thr 

385 390 395 

GAA AGC GCC CAC GAC GTG CCC AAA GAC GTC ATC ATG CAG ACC TGG AAC 2568 
Glu Ser Ala His Asp Val Pro Lys Asp Val He Met Gin Thr Trp Asn 

405 415 
AGC GGC GAG GGT GAG GGT AAC ATC AAG AAA CTC ACC TCC GCC GGC TAC 2616 
Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asn He Lys Lys Leu Thr Ser Ala Gly Tyr 

420 425 430 

GAC GTT GTC GTT TCG ACC TCC GAT TTC CTC TAC CTC GAC TGC GGG CGC 2 664 

Asp Val Val Val Ser Thr Ser Asp Phe Leu Tyr Leu Asp Cys Gly Arg 

435 440 445 

GGC GGC TAT GTC ACC AAC GAC GCC CGC TAC AAC GTG CAG AGC AAC ACC 2712 
Gly Gly Tyr Val Thr Asn Asp Ala Arg Tyr Asn Val Gin Ser Asn Thr 

450 455 460 

GAC GGC GGA GTG AAC TTC AAC TAC GGC GGC GAC GGT GGC TCC TGG TGC 2760 
Asp Gly Gly Val Asn Phe Asn Tyr Gly Gly Asp Gly Gly Ser Trp Cys 

465 470 475 

GCC CCC TAC AAG ACC TGG CAG CGC ATC TAC GAC TAC GAC TTC CTC ACG 2808 
Ala Pro Tyr Lys Thr Trp Gin Arg He Tyr Asp Tyr Asp Phe Leu Thr 

485 490 495 

AAT CTC ACT TCC TCC GAA GCG AAG CAC ATT ATC GGC GCC GAG GCT CC^ 2856 
Asn Leu Thr Ser Ser Glu Ala Lys His He He Glv Ala Glu Ala Pro 

500 505 510 

TTG TGG TCG GAG CAG GTC GAC GAT GTG ACC GTC TCC AGC GTG TTC TGG 2 904 

Leu Trp Ser Glu Gin Val Asp Asp Val Thr Val Ser Ser Val Phe Trp 

515 520 525 

CCT CGC GCT GCT GCT CTG GGT GAG CTT GTC TGG TCT GGT AAC CGT GAC 2952 
Pro Arg Ala Ala Ala Leu Gly Glu Leu Val Trp Ser Gly Asn Arg Asp 

530 535 540 

GCT GCG GGT AGA AAG CGT ACC ACC AGC TTT ACT CAG CGT ATT CTG AAC 3000 
Ala Ala Gly Arg Lys Arg Thr Thr Ser Phe Thr Gin Arg He Leu Asn 
545 550 555 
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s X z ^ -I ^ ?s s ;i? 

S - S X ^ SI SI SI S ™I f« »^ 



3048 



580 



So ?S ^ir SI° -™=TC.O CCTtIc^CX 

595 



Cys Asp Leu Tyr Lys Asn 



3211 
3271 
3331 



GCCTGTTCGT CTGTATATAC TTATTCTATP Trnnn^-r^^^ 

CAGGATACAT GTCCCTGAVr In^ll^l^ TTCGAr.-^.CCC AATTCCATTG G;^^TTTCTTC 

GAATTTATCG S^CcI^S ^SrS^ """^ TTCACGTCCA GATTCAATCT TCAGCAACAC 

ACTTGATACC SJ^cSaS cSSrl^n^ ^^^^^^^^^ CACTACCTTT ATACATATCT 

-CCCCCCCG aSJccS^^^^ ?c?JSca?a ^Cc'J^J^^c? AAATCAAAAT 3331 

AAAC.AAATCC ATCACGCCCA ACCArrnnln l^^^l AATCAAAATC ACCTTAATCT 3^51 

~ ~ iiii js?— ™« 

s?s =™ ~i i F 
s=? s= iSE iiij -™ 

ATGTCTAGTC GTGTATAAGT GTACrlrril J^"^'"''^'''' AAAGTGAATC TCGTTATTGT 

™ iiii iiij — — 

-iE sEs-^ ? 
s^sd ^™ ™- ™- sssss 

GATTTGGATT SSSJSS rrrr^lnl ATCATCTGCT TTACACCGTC CCTTGCCTGG 
ACAACCCTGG C^l^^^Z ^^=5^^ tj^jf '^'"'''^ TTCCCCGGAG CTATTCGGGT 
GCTGCGAGTA GAT^SgSJ tSa????oCA Jg^SS^A^A SJ^S^^^' ^ATTTCCGGT 

™- ™ So?J???g\- 

?Sg^j5Sg\^ G~i EE 

CGTCGTGTTT CAAcSSSS SSSSc'S? SS^^S^J^ ^CTGTATCAC 

is??sSg\^ ss? j™i ™- A^?s; isss 
™i ™- — s?— 

CCCAAGAA?C aSS^C SSSJSI SJSSJ^^^^ ATTCGTTACA CAGCATTAAC 
GTTTAGGGCG aSIJJc^S Itrlrrl^^ TGTGGGCCAC GACAAAATAG AAGGTCTCGT 
TTATATCTAC aJSotS^^^ S^-Jof '"'^'^ TGCGGAGAAT TTGCAGCATT 

TCTGACGTGC GtSgSSg SnSIJJ^^ ^^^fl^III CATGATATAT CCTGGTCGAT 



3571 
3631 
3691 
3751 
3811 
3871 
3931 
3991 
4051 
4111 
4171 
* 4231 
4291 
4351 
4411 
4471 ' 
4531 
4591 
4651 
4711 
4771 
4831 
4891 
4951 
5011 
5071 
5131 



Tcxa^coToc aT.T3r.;;=- J^^S^^^^ ^^^JSSc 

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO . : 3 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 2994 pares de bases 
TIPO: nucleotidos 
NtJMERO DE HEBRAS: 2 



;X)CIO: <WO 98394S9A1_I > 
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COMFIGURACION: lineal 
TIPO DE MOLECULA: ADN genomico 
HIPOTETICA: NO 
ANTI-SENTIDO: NO 

FUENTE DE ORIGEN: Penicillium chrysogenum 

FUENTE INMEDIATA: plasmidos pALP315 y pALP316 

POSICION EN EL GENOMA : desconocida 

CARACTERISTICA : 

NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante 

SITUACION: unir (494.. 500, 617.. 647, 846., 901, 

104 7. .1077, 1181.. 1952 , 2 022 224 9) 

CARACTERISTICA: 

NOMBRE CLAVE: intron 

SITUACION: 501. .616 
CARACTERf STICA : 

NOMBRE/CLAVE : intron 

SITUACION: 648. .845 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE : intron 

SITUACION: 902. .1046 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE : intron 

SITUACION: 1078 . . 1180 
CARACTERISTICA : 

NOMBRE/CLAVE: intron 

SITUACION: 1953. .2021 
CARACTERf STICA : 

OTRAS INFORMACIONES : gen act 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEQ ID NO : 3 



GAATTCAGCA GCCTACGGAG TCCATAAGAC ACCAAGACAC AGCCATTGTA TGGATTATAT 60 

ATGCCATGTA TGCCTGACAA TGCTGTATAA GTACTGTAAT ACAAGGTAAA CCCCCAACCC 120 

GGTCAAGGTA CGTGTTCCCG CCGTACCCAA AAGGGTCCCC AAGAATGTCC ACGCAATACT 180 

TTTAGGTAGA CATTGAAGGA ATCCAAGTGA GAAATTCAAT GAACATGAAC AATAGTTCTG 24 0 

CCTTATAATC TTTATAAGTA TAAAAATCAG AAAGAGAATT ATATACAAAA GGGTAGATCT 3 00 

GGAGGGGGTT CAGAGTTAAG GCCTCAGGCA GGCGCACAAT CCCAGCCATC ACAAACCCCT 3 60 

CTCCACTCTT CCCTCTCTCT CTCTTCCTTC TTCCTTTCTC CCCTAATCCC AACTATATCC 42 0 
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480 
538 



598 



AA GAA GTT GCT GCT CTC GTC ATC GAC AAT Gr 
Glu Glu Val Ala Ala Leu Val He A^p Ol, 



St'ScSS lrrl7clccc ™™ occttgtgxt ggggtcgcca actcaocccc 

CTTTCCATCT SScScS C^^Sgap^ S^^"^"^^^"- ^^^^^^XCC ATCCCAaSS 

tca™ cgaxaxaS- Sg~o\^gTSg^^^^^^^^ 

Ser Gly Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly ts^ 
Z aS So S III ^ ^ — A.A.GACACC 



25 30 



707 
757 
827 
879 



930 



990 



Ci^^lrl^ A^S??So «CcS^^" "^-CTTGCCTC OOMC.CTTC CCCTCTTTK 
Pro ser He V.l ^..^ pL SJ^'^^L SL CCCCCTTTTT i„S7 



He Met He Gly Met Gly Gin Lys Asp 

sS sj-s^ s i= - s^j E 2s 
s ?s ?s s= S 2- 
St s - - ?s i - s.^ J- ?2 s s sj; 

1- S ?S SI - 5^ ^ 

s - -J ?s ?s s i i^i s s.^ i 
pS X SI ?^ r ™ °- 

135 ^^'^ Ala Ser Gly Arg 

?S ?S JII ?I? SI 21 -1 5 SI ^ i 

s ?ii SI -I SI IS III III SI SI -I i III 21 

^ SI SI III I- SI ?II SI III a 
S,^ SI Z -I III III ?II -I SI SI S SI IS I- i 



1157 
1208 



1256 



1304 



1352 



1400 



210 



_98394S9At_(_> 
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1736 



1784 



1832 



1880 



1928 



203S 
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ATC AAG GAG AAG CTT TGC TAC GTC GCC CTC GAC TTC GAG CAG GAG ATC 
lie Lys Glu Lys Leu Cys Tyr Val Ala Leu Asp Phe Glu Gin Glu lie 

215 220 225 

CAG ACC GCT TCC CAG AGC TCC AGC CTC GAG AAG TCC TAC GAG CTT CCC 
Gin Thr Ala Ser Gin Ser Ser Ser Leu Glu Lvs Ser Tyr Glu Leu Pro 

"° 240 
GAT GGA CAG GTC ATC ACT ATT GGC AAC GAG CGC TTC CGT GCT CCT GAG 
Asp Gly Gin Val He Thr He Gly Asn Glu Arg Phe Arg Ala Pro Glu 

245 250 255 

GCT CTG TTC CAG CCT AAC GTT CTT GGC CTC GAG TCT GGC GGT ATC CAC 
Ala Leu Phe Gin Pro Asn Val Leu Gly Leu Glu Ser Gly Gly He His 

265 270 275 

GTC ACC ACC TTC AAC TCC ATC ATG AAG TGT GAT GTT GAT GTC CGT AAG 
Val Thr Thr Phe Asn Ser He Met Lys Cys Asp Val Asp Val Arg Lys 

285 290 
GAT CTC TAC GGC AAC ATT GTC ATG GTAAGAAJ^AA AGCCTCCAGA GCTGATGTTG 1982 
Asp Leu Tyr Gly Asn He Val Met 
295 

CGCAAAGATC CCCACTAACA TACAACTCCT TTTTTTTAG TCT GGT GGT ACC ACC 

Ser Gly Gly Thr Thr 

ATG TAC CCC GGT ATC TCC GAC CGT ATG CAG AAG GAG ATC ACT GCT CTT 2 084 

Met Tyr Pro Gly He Ser Asp Arg Met Gin Lys Glu He Thr Ala Leu 

3 0 5 310 315 

GCT CCT TCT TCC ATG AAG GTC AAG ATC ATC GCT CCC CCC GAG CGC Hg 2132 
Ala Pro Ser Ser Met Lys Val Lys He He Ala Pro Pro Glu Arg Lys 

325 330 335 

TAC TCC GTC TGG ATC GGT GGA TCC ATT CTG GCC TCC CTG TCG ACC TTC 2180 
Tyr Ser Val Trp He Gly Gly Ser He Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe 

340 345 
CAG CAG ATG TGG ATC TCC AAG CAG GAG TAC GAC GAG AGC GGT CCT TCC 2228 
Gin Gin Met Trp He Ser Lys Gin Glu Tyr Asp Glu Ser Gly Pro Ser 

355 , 360 365 

ATC GTT CAC CGC AAG TGC TTC TAAGCTTCTT GCAGCACTTT ACTACTCGTA 22 79 

He Val His Arg Lys Cys Phe 
370 375 

TTCGCTCGTA CTTTCCTGGT GTATCAAAAA GCAGGATGGA GGCACTGGTG GATTGCAAGC 2339 

GTTGTTGGAC TCGCATTATC AAGCGGATAG CCTGAAAATG GAATCTCGAT TTTAGTGGAA 23 99 

TAGAGTCGGT CGTTTTCTTT TTGTTACTCT TTACCTTACT CTTTACTCGA TCTCTATCCA 2459 

TCCATTTCTG CTTTGAACCA TTTCACCTTT ACTCCATCTT TTTCCCTTTC CTCATTCGAA 2519 

TCCGCTGTCC CGTCCACCTC TCTGATTGTT TTGCCTGGAC GGGTCTCTGG CGATGCGGCA 2579 

TCAACAGTGT ACCTGTAGGG CAAGGATGTA TATGGAGTTG GTTGGCTATA GGGATTAGGT 2639 

TGCGTTGTCC TTTTCGACGT CTTCTACGTC TTTGTTCTAG CCCCTTGCGT TGTCTTCAAC 2699 

TAAACTGCCC TTGTCCGTAG CTTTTAACGT GACTTTGACT TCAAATATTC CACTGGTTCC 2759 

TTGTATTCTG CTAGAAACGC TGGTTCAACG CTTGTTGAAT GTCTTCTATG TCCAACATCT 2819 

ACAAGACGTA TCCGAGAAGA CAACAAAAAG GCTCTGAGGA AAGTCTACTA AAAACTTGGC 2879 

CAGGCCGGAT TAGGCCTTTG TCATGGTTAT TGTACTGTCA TTCGATCAGT CCATATTGAT 293 9 

ATTCTGGGAA TATGTAGGCT GACGAGATAA ATGGCACGCA TTGGGTGTGT ATCTT 2994 

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO . : 4 

CARACTERf STICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 324 0 pares de bases 
TIPO: nucleotidos 
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NUMERO DE HEBRAS : 2 

CONFIGURACION: lineal 
TIPO DE MOLECULA: ADM genomico 
HIPOTETICA: NO 
ANTI-SENTIDO: NO 

FUENTE DE ORIGEN: PenicUlium chrvsogenum 

FUENTE INMEDIATA: plasmidos pALC52 y pALC53 

POSICION EN EL GENOMA : desconocxda 

CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE: secuencia codxficante 

SITUACION: unir (787.. 793, 921.. 951, 1124.. 1179, 

^290. .1320, 1411. .2182, 2250. .2477) 

CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE: intron 
SITUACION: 794.. 920 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE: intron 
SITUACION: 952.. 1123 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE : . intron 
SITUACION: 1180.. 1289 
CARACTERISTICA.: 

NOMBRE/CLAVE: intron 
SITUACION: 1321.. 1410 
CARACTERISTICA: 

NOMBRE/CLAVE: intron 
SITUACION: 2183.. 2249 
CARACTERISTICA : 

OTRAS INFORMACIONES : gen act 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4 

?gSc™c acortrcalt la'Srrlr? a^batgcctac tcctactatg cctacagota 

GGTAACATGG SScSSJ J^SJSSr rr^rr^'''''' ^^^^^^^'^^^ AAGGCAAGCT 
GAGTGCAGGT ATGATGGGA? ^n^l^ CCTGCTCGTC CTCTTGGTGT GGAGGGGTAC 

TGTACGAGTA ctSSS^? So ''''^''''^ TGACGGAGGC TGTGCGGTTG GCACGAGTAC 

tccJS?aS5 SSSgS?c JSJ?''''^^^ actgtggtgg tactgctagg tggaattggS 

ACCCCCCCCC cSSJ CAGCAACGCA 

CGCCCTTGTC TGGTCGrrTA r^^ZT GGCGGTGTCG TGCCCCCAGT CGCTGTTGCC 

IC TGGTCGCCTA CAGGCTGCAC CACAGGTAAC AACAGCCCGC CCCAGGTCCT 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 



_9839459A1_I_> 
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TGTAGGTGCC CAGTGAGTGC CCGGTGCCCA CAAGTTTCTC GTGGCATCCA CTGGCGGACT 54 0 

TGGAAGCCCA TCAGTGATGC TTCCCTCCTT TCCCCCTCCA CATCTCACTC AGCTCACGCA 60 0 

AGCCAACCCT CTCTCCCCCC GTCTCCATTC CATCTTCTTC TCTCCACGAC CCTTAAGAGT 660 
CCCTCCTGCT CACGTCGACC ATCCTTCGCT CCCAGCCCCA CGACATCTGC ATCGTCTGGG 72 0 

CTTCTTGACA CTCTGTCATT TCTTCCTTAT AAAACCTCTT TACCGCTCTT CCCGTAATCC 78 0 

GACGCC ATG GAG G GTACGTGTCG CCGCAACGCA CTCCCGCTTC CCCTACTACC CCTA AT 7 

Met Glu 

1 

TCGCGC ATCCACACGG CGCCGCGATG CCTAGCCATC GCGAGGGTGC ATCGCAACGA CTT 896 
GGCTAA.C TGTTCTTCGC TTCACAG AG GAG GTC GCC GCC CTC GTT ATC GAC 94 6 

Glu Glu Val Ala Ala Leu Val lie Asp 
5 10 
AAT GG GTAAGCTCGC CCGCTGTCTC ACCGACATCC ATCGTCCCCC TGGCCTCTGT lOOl 
A s n G 1 V* 

CGAGATGGGA GCCTCCAGGG GTCCCTTCGA CGAGCGCGTC GATTGCCAAA ATCCAACGAG 10 61 

ATCGGGCCAT ACTGAGCCGA CACTCGTGTG TTTTCTGGAC ATTAGGACTG ACTTGATTCT 1121 
AG T TCG GGT ATG TGC AAG GCC GGT TTC GCC GGT GAT GAT GCT CCC CGA 116 9 

Ser Gly Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Arg 
1^ 20 25 

GCT GTT TTC C GTAAGTACCC CACTTCCACC CGTCGAGCTC CCCAATTGTC CACCGCCAGG 122 9 
Ala Val Phe 
30 

GCGAGAAGGG GGCAGAACGG GGCAAACTGC ATCGCAAACA TGGCTAATTC GATGCGACAG 12 89 

CG TCC ATT GTC GGT CGT CCC CGC CAC CAT GG GTAAGTTTCC GGCCGCAGCC 134 0 

Pro Ser He Val Gly Arg Pro Arg His His Gly 

35 40 
GACACCTCTC ACCCCCCCCC GGGGGGGTCC TAAGCGAGTC AGCGCTGGTT CTGACCGCTG ' 14 0 0 
GATACTATAG C ATC ATG ATC GGC ATG GGC . CAG AAG GAC TCG TAC GTC GGT 1450 
lie Met He Gly Met Gly Gin Lys Asp Ser Tyr Val Gly 
45 50 55 

GAC GAG GCT CAG TCC AAG CGT GGT ATC CTC ACC CTG CGC TAC CCC ATT 14 98 

Asp Glu Ala Gin Ser Lys Arg Gly He Leu Thr Leu Arg Tyr Pro He 

60 65 
GAG CAC GGT GTT GTC ACC AAC TGG GAC GAC ATG GAG AAG ATC TGG CAC 154 6 

Glu His Gly Val Val Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys He Trp His 

75 80 85 

CAC ACC TTC TAC AAC GAG CTG CGT GTT GCC CCC GAG GAG CAC CCG GTC 15 94 

His Thr Phe Tyr Asn Glu Leu Arg Val Ala Pro Glu Glu His Pro Val 

^0 95 100 

CTG CTC ACC GAG GCG CCC ATC AAC CCC AAG TCC AAC CGT GAG AAG ATG 164 2 

Leu Leu Thr Glu Ala Pro He Asn Pro Lys Ser Asn Arg Glu Lys Met 

105 110 j^2,S 

ACC CAG ATC GTC TTC GAG ACC TTC AAC GCC CCT GCC TTC TAC GTC TCC 16 90 

Thr Gin He Val Phe Glu Thr Phe Asn Ala Pro Ala Phe Tyr Val Ser 

125 130 135 

ATC CAG GCC GTC CTG TCA CTG TAC GCC TCC GGC CGT ACG ACC GGT ATC 173 8 

He Gin Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr Gly He 

140 145 150 

GTC CTG GAC TCT GGT GAT GGT GTC ACC CAC GTT GTC CCC ATC TAC GAG 1786 
Val Leu Asp Ser Gly Asp Gly Val Thr His Val Val Pro He Tyr Glu 

155 160 165 

GGT TTC GCC CTG CCC CAC GCC ATT GCC CGT GTC GAC ATG GCT GGT CGT 1834 
Gly Phe Ala Leu Pro His Ala He Ala Arg Val Asp Met Ala Gly Arg 

1*70 175 180 

GAT CTC ACC GAC TAC CTC ATG AAG ATC CTG GCC GAG CGC GGC TAC ACC 18 8 2 

Asp Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lys He Leu Ala Glu Arg Gly Tyr Thr 
185 190 195 
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lit lit ?s ?s til s° r ?f 

200 ^ "« A-^S A«P 11= Lys Glu Ly. 

lyl til r f " '^'^^ °= «° =CC 

y= Tyr v.l Ala Leu Asp Phe Glu Gl„ Glu He Gi„ Thr Al. til 

X T.I III HI X Ill rti S r °- 

23 5 ^^"^ Pro Asp Gly Gin Val 

S J- CO? GCX CCC G.C OCT CXC XTC CO 

250 """^ "^^9 Ala Leu Phe Gin 

Pro Ser VaJ GGC ATG CAC Irc ACC A^C -^T^ 

Ser val Leu Gly Leu Olu Ser Gly Gly He His Val Thr Jhl 

lit m\^? jj; s.^ z r ooc 

280 ^ 28 J ""^^ ''''^ Tyr Gly 

xle — GTCAGA TGCCGGGCCT GoilGACACC XCATXTAGCA XCX 
TGCXAAC ACCAATXXTX XXXXXAG XCX GGX GGX ACC ACC AXG XAC CCX GGC 

Ser Gly Gly Xhr Xhr Met Tyr Pro Gly 

Su ser T"" "'^'^ "^^^ ACT GCX CXx'gCX CCX XCX XCC 

Leu ser Asp Arg Met Gin Lys Olu He Xhr Ala Leu All Pro Ser Sr 

Sec ^ -C C- GAG CGC llo XAC XCC OXC XCG 

325 ^ ""^^ Glu Arg Lys Tyr Ser Val Trp 

ATC GGT GGX XCC ATT CTr nnr' -r^r-r. .335 340 

He Gly Glv Sr ill t '''''' ''CC TTC CAG CAG ATG TGG 

y Gly ser lie Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Gin Gin Met Trp 

?ie lit X r r T - 

Cys pJJ XGXCGXCGGrLoCCGGAXA CCCGAAxSa AGGTXGACAG 

cZol^\l^^,^^l cScSaJ?? ^--^^cxxc CACCCXCCGC AAAAGAACGC 

XCAAGTr-rr^a ^^ZZZ^ CGACCGATGC AACGXCXACX CACGTGCGCG CGTATCCCAr 

^^clSlc Iclrlt^':'^ aagxxaxttc acatggtcag gcggtggtgg g?g?Jgcc?? 

JSSa cSSr -GCOTTXAG GGaJ^^^^S 

TCGTTCAATG rrltnZ^n^r^ ggttgatata caataacxxt ttttgctttc cgttctagac 
gaScgSSS GT^riSlc SS^f ttggctgtct aaxagccagc ttga?SSc 

AGGTATTATG SJSSSS JSJSS??? ^J^^ACCAG CGTATTXGXA XGGCCGAGGX 
XCCTCTrrr-a TGCAACACXA GAGCXCGCXX GCTCGXTTTT ACCAGCflPTr 

g5SStc?c ?cSSg??JJ JJ^^ctctcg tcxggcxxct cagaccgtgc 

AtSISt??? cSrS^SJ GCCGGTTCTT TGTCGXCTTC CTGCT^SJJg 

atgcgcccga c?SS c%^g^S???Sc^ ?c^?c^c%^SS Itl^i^c'^l ^.r^^^^^ 



1930 

1978 

2026 

2074 

2122 

2170 

2225 
2276 

2324 

2372 
2420 
2468 
2527 



2587 

2647 

2707 

2767 

2827 

2887 

2947 

3007 

3067 

3127 

3187 

3240 



•OOCID: <WO_ 9839459A1 I ^ 



wo 98/39459 



PCT/ES98/00056 



INFORMACION- PARA LA SEQ ID NO. : 5 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 4 61 aminoacidos 

TIPO: aminoacidos 

NUMERO ■ DE HEBRAS : 1 

CONF I GURAC I ON : lineal 
TIPO DE MOLECULA: peptido 

FUENTE DE ORIGEN : Penicillium chrysogenum 

CARACTERf STICA: 

OTRAS INFORMACIONES : secuencia de aas del enzima 
glutamato deshidrogenasa (EC. 1.4, 1.4) de 49837 Da 
de peso molecular 



DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO : 5 



Met 


Met 


Gin 


Asn 


Leu 


Pro 


Phe 


Glu 


Pro 


Glu 


Phe 


Glu 


Gin 


Ala 


Tyr 


1 








5 










10 










15 


Lys 


Glu 


Leu 


Ala 


Ser 


Thr 


Leu 


Glu 


Asn 


Ser 


Thr 


Leu 


Phe 


Gin 


Lys 


Lys 








20 










25 










30 


Pro 


Glu 


Tyr 


Arg 
35 


Lys 


Ala 


Leu 


Gin 


Val 
40 


Val 


Ser 


Val 


Pro 


Glu 
45 


Arg 


Val 


He 


Gin 


Phe 


Arg 


Val 


Val 


Trp 


Glu 


Asp 


Asp 


Lys 


Gly 


Gin 


Val 








50 










55 










60 


Gin 


He 


Asn 


Arg 


Gly 


Tyr 


Arg 


Val 


Gin 


Phe 


Asn 


Ser 


Ala 


Leu 


Gly 








65 










70 










75 


Pro 


Tyr 


Lys 


Gly Gly 


Leu 


Arg 


Phe 


His 


Pro 


Thr 


Val 


Asn 


Leu 


Ser 


He 






80 










85 










90 


Leu 


Lys 


Phe 
95 


Leu 


Gly 


Phe 


Glu 


Gin 
100 


He 


Phe 


Lys 


Asn 


Ala 
105 


Leu 


Thr 


Gly 


Leu 


Asn 


Met 


Gly Gly 


Gly 


Lys 


Gly 


Gly 


Ser 


Asp 


Phe 










110 










115 








120 


Asp 


Pro 


Lys 


Gly 


Lys 
125 


Thr 


Asp 


Asn 


Glu 


He 
130 


Arg 


Arg 


Phe 


Cys 


Val 
135 


Ser 


Phe 


Met 


Thr 


Glu 


Leu 


Cys 


Lys 


His 


He 


Gly Ala 


Asp 


Thr 


Asp 










140 










145 










150 


Val 


Pro 


Ala 


Gly 


Asp 


He 


Gly Val 


Thr 


Gly 


Arg 


Glu 


Val 


Gly 


Phe 










155 










160 








165 


Met 


Phe 


Gly 


Gin 


Tyr 


Lys 


Lys 


He 


Arg Asn 


Gin 


Trp 


Glu 


Gly 


Val 










170 










175 










180 


Leu 


Thr 


Gly 


Lys 


Gly 


Gly 


Ser 


Trp 


Gly Gly 


Ser 


Leu 


He 


Arg 


Pro 


Glu 








185 










190 










195 


Ala 


Thr 


Gly 


Tyr 


Gly 


Val 


Val 


Tyr 


Tyr 


Val 


Glu 


His 


Met 


He 


Gin 








200 










205 










210 


His 


Ala 


Ser 


Gly 
215 


Gly 


Lys 


Glu 


Ser 


Phe 
220 


Ala 


Gly 


Lys 


Arg 


Val 
225 
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Ala He Ser Gly Ser Gly Asn Val Ala Gin Tyr Ala Ala Leu Lys 
Val He Glu Leu Gly Gly Ser Val He III Leu Ser Asp Ser Gin 



Gly Ala Leu Val Leu Asn Gly Glu Glu G^y Ser Phe Thr 



260 



265 



255 
Ala Glu 
270 



Glu He Asn Thr lie Ala Glu He Lys Val Gin Arg Lys Gin III 



Ala Glu Leu Ala Thr Gin Asp Ala Phe S 



280 



285 



290 



295 



He Pro Gly Ala Arg Pro Trp Thr Asn He Ala Gly 



305 



310 



er Ser Lys Phe Lys Tyr 

300 

Arg He Asp 

val Ala Leu P.o Ser Ala Thr Gin Asn Glu Val Ser Gly Asp Gl'! 

Ala Lys Ala Leu lie Ala Ala Gly Cys Lys Phe He Ala Glu Gly 

ser Asn Mec Gly Ser Thr Gin Glu Ala 111 Asp Val Phe Glu HI 

355 

a Pro 

Gly Lys Ala Ala Asn Ala Gly Gly Val lil Val Ser Gly Leu g!u 

3 80 



His Arg Asp Ala Asn Pro Gly Ala Ala Ala He Trp Tyr Al 

3 65 



385 



Met Ala Gin Asn Ser Ala Arg Val Asn Ser Arg Glu Glu vll 



395 



400 



ASP ser Arg Leu Lys Lys He Met Glu Asp Cys Phe Asn Asn Gl^y 



415 



Leu ser Thr Ala Lys Glu Tyr Val Thr Pro Ala Glu Gly Val 



430 



420 
Leu 



Pro ser Leu Val Ala Gly Ser Asn He 111 Gly Phe Thr Lys til 
Ala Glu Ala Met Lys Glu His Gly Asp ^rp Trp 



INFORMACION PARA LA SEQ ID NO. : 6 
CARACTERISTICA DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 5 96 aas 
TIPO: Aminoacidos 
NUMERO DE HEBRAS : 1 
CONFIGURACION: Lineal 
TIPO DE MOLECULA; Peptide 

FUENTE DE ORIGEN: Penicillium chrysogenum 
CARACTERISTICA : 



OTRA INFORMACION: Secuencia de aas del enzim;, R kt 
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA : SEQ ID NO: 6 
Met Ly-s Phe Ala Ser Val Leu Asn Val Leu Gly Ala Leu Thr Ala 
Axa Ser Ala Val Gin Val Asn Vro Leu Pro Ala Pro Arg Asn lie 



Thr 








20 










25 










30 


Trp 


Gly 


Ser 


Ser 


Gly 


Pro 


He 


Gin 


L Val 


Asn 


Asn 


. Leu 


As n 


Leu 




Gly 






3 5 










40 










4 5 


Asn 


Pro 


His 


Ser 


Pro 


Leu 


Leu 


Thr 


Gin 


Ala 


Trp 


Glu 


Arg 


X ct 










50 










55 








6 0 


Trp 


Glu 


Thr 


He 


Thr 
65 


Thr 


Leu 


Gin 


Trp 


Val 
70 


Pro 


Ala 


Ala 


V d X 


vjXU 

75 


Ser 


Pro 


He 


Ala 


Ser 


Tyr 


Pro 


Ala 


Phe 


Pro 


Thr 


Ser 


Thr 


Jr X CJ 


V ax 


Ser 








80 










85 












Ser 


Ala 


Pro 


Lys 


Ala 


Ly s 


Arg 


Ala 


Pro 


Ser 


Gly 


He 


XI X 


Asn 


Val 








95 ■ 










100 










10 5 


Asp 


Val 


His 


Val 


Val 


Asp 


Asn 


Asp 

^ IT 


Ala 


Asp 


Leu 


Gin 


i yr 




Val 








110 










115 










12 0 


Asp 


Glu 


Ser 


Tyr 


Thr 


Leu 


Val 


Val 


Ser 


Asp 


Gly Gly 


-L -Le 


Arg 


He 








125 










130 










X -3 O 


Asn 


Ser 


Gin 


Thr 
140 


Val 


Trp 


Glv 


Val 


Leu 
145 


Gin 


Ala 


Phe 


1 nr 


1 nr 

X 3 u 


Leu 


Gin 


Gin 


He 


He 


He 


Ser 


Asp 


Glv 


Lvs 


Gly 


Gly 


Leu 


X xe 


X xe 


Glu 








155 










160 










X D 3 


Gin 


Pro 


Val 


Lys 


He 


Lys 


Asp 


Ala 




Leu 


Tyr 


Pro 


rlZS 


Arg 


Gly 








170 










175 










X o u 


He 


Met 


He 


Asp 


Thr 


Glv 


Arg 


Asn 


Phe 


X J. c 


Thr 


Val 


Arg 


Lys 


Leu 








185 










190 








X y o 


Leu 


Glu 


Gin 


He 
200 


ASD 


Glv 


Met 


Ala 


Leu 
205 




Lys 


Leu 


Asn 


val 

Z X u 


Leu 


His 


Trp 


His 


Leu 


Asp 


Asp 


Ser 


Gin 


Ser 


i rp 


Pro 


Met 


v-ixn 


Met 


Ser 








215 










220 










O O tr 

Z ^ 3 


Ser 


Tyr 


Pro 


Glu 


Met 


Thr 


Lys 


Asp 


Ala 


j.yzr 


Ser 


Pro 


Arg 


vjfXU 


He 








230 










235 










240 


Tyr 


Thr 


Glu 


His 


Asp 


Met 


Arg 


Arg 


V dX 


X J. e 


Ala 


Tyr 


Ala 


Arg 


Ala 








245 










250 










255 


Arg 


Gly 


Val 


Arg 


Val 


He 


Pro 


Glu 


Val 


Asp 


Met 


Pro 


>4.xa 


tlx s 


Ser 








260 










265 










270 


Ala 


Ser 


Gly 


Trp 


Gin 


Gin 


Val 


Asp 


Pro 


Glu 


He 


Val 


Ala 


Cys 


Ala 


Glu 






275 










280 










285 


Ser 


Trp 


Trp 


Ser 


Asn 


Asp 


Val 


Trp 


Ala 


Glu 


His 


Thr 


Ala 


Val 


Gin 






290 










295 










300 


Pro 


Asn 


Pro 


Gly 


Gin 


Leu 


Asp 


He 


He 


Tyr 


Pro 


Lys 


Thr 


Tyr 


Glu 






305 










310 










315 


Val 


Val 


Asn 


Asn 


Val 


Tyr 


Gin 


Glu 


Leu 


Ser 


Arg 


He 


Phe 


Ser 








320 










325 








330 


Asp 


Asn 


Leu 


Phe 


His 


Val 


Gly Ala 


Asp 


Glu 


He 


Gin 


Pro 


Asn 


Cys 








335 










340 










345 


Tyr 


Asn 


Tyr 


Ser 


Thr 


His 


He 


Thr 


Lys 


Trp 


Phe 


Ala 


Glu 


Asp 


Pro 








350 










355 










360 


Ser 


Arg 


Thr 


Tyr 
365 


Asn 


Asp 


Leu 


Ala 


Gin 
370 


Tyr 


Trp 


Val 


Asp 


His 
375 


Ser 


Met 


Pro 


He 


Phe 
380 


Arg 


Ser 


Val 


Gly 


Asp 
385 


His 


Arg 


Arg 


Leu 


Met 
390 
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Trp Olu .sp lie «a lie ^h. aiu Ser His ..p „.i 

Pro Ly= .,p „.i ^00 

Oly .s„ lie .,3 Leu T.. se. Ala a" ryr Asp Val v.l val 

ser TH, se. ,.e Leu ry. .eu .sp cjs" 01. ,i, 

val Th. .sp „a ..3 T,. v,l 

Gly Val Asn Phe A.sn T^-r- m „ If*^ 

41 n - ^ "^^-^ Ala 

Pro Tyr Lvs Thj- T-rr^ tv -r * 

ys Thr Trp Gin Arg He Tyr Asp Tyr Asp Phe Leu Thr 

-* 490 

Asn Leu Thr Ser Sp-r t '^95 

500 

Pro Leu Trp Ser Glu Gin Val Asp Asp Val Thr Val Ser Ser Va^ 

Phe Trp Pro Arg Ala Ala Ala Leu Gly g" Leu Val Trp Ser Gly 

Asn Arg Asp Ala Ala Gly Arg Lys Arg ^hr Thr Ser Phe Thr G^n 

Arg He Leu Asn Phe Arg Glu Tyr Leu vll Ala Asn Gly Val Met 

Ala Thr Ala Leu Val Pro Lys Tyr Cys Gin His Pro His Al'a 

580 



Cys Asp Leu Tyr Lys Asn Gin Thr Val Met Ser 



585 



590 



INFORMACION PARA LA SEQ ID NO.: 7 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 3 75 aas 
TIPO: aminoacidos 
NUMERO DE HEBRAS : 1 
CONFIGURACION: Lineal 
TIPO DE MOLECULA: Peptide 

FUENTE DE ORIGEN: Penicillium chrysogenum 
CARACTERISTICA: 

OTRAS INFORMACIONES : Secuencia de aas de la 
protelna y-actina de 41760 Da de peso molecular 
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7 

Met Giu Glu Glu Val Ala Ala Leu Val He Asp Asn Gly Ser Gly 
^5 10 15 

Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Ara Ala Val 

20 25 " 30 

Phe Pro Ser He Val Gly Arg Pro Arg Kis His Gly He Met lie 

35 40 45 

Gly Met Gly Gin Lys Asp Ser Tyr Val Glv Asp Glu Ala Gin Ser 

50 55 60 

Lys Arg Gly He Leu Thr Leu Arg Tyr Pro He Glu Kis Gly Val 

65 70 75 

Val Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys He Trp His His Thr Phe 

80 85 90 

Tyr Asn Glu Leu Arg Val Ala Pro Glu Glu His Pro He Leu Leu 
55 100 105 

Thr Glu Ala Pro He Asn Pro Lys Phe Asn Arg Glu Lys Met Thr 
110 115 120 

Gin He Val Phe Glu Thr Phe Asn Ala Pro Ala Phe Tyr Val Ser 
125 130 135 

He Gin Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr Gly 
140 145 150 

He Val Leu Asp Ser Gly Asp Gly Val Thr His Val Val Pro He 
155 160 165 

Tyr Glu Gly Phe Ser Leu Pro His Ala He Ser Arg Val Asp Met 
170 175 180 

Ala Gly Arg Asp " Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lys He Leu Ala Glu 
185 190 195 

Arg Gly Tyr Thr Phe Ser Thr Thr Ala Glu Arg Glu He Val Arg 
200 205 210 

Asp He Lys Glu Lys Leu Cys Tyr Val Ala Leu Asp Phe Glu Gin 
215 220 225 

Glu He Gin Thr Ala Ser Gin Ser Ser Ser Leu Glu Lys Ser Tyr 
230 235 240 

Glu Leu Pro Asp Gly Gin Val He Thr He Gly Asn Glu Arg Phe 
245 250 255 

Arg Ala Pro Glu Ala Leu Phe Gin Pro Asn Val Leu Gly Leu Glu 
260 265 270 

Ser Gly Gly He His Val Thr Thr Phe Asn Ser He Met Lys Cys 
275 280 285 

Asp Val Asp Val Arg Lys Asp Leu Tyr Gly Asn He Val Met Ser 
290 295 300 

Gly Gly Thr Thr Met Tyr Pro Gly He Ser Asp Arg Met Gin Lys 
305 310 315 

Glu He Thr Ala Leu Ala Pro Ser Ser Met Lys Val Lys He He 
320 325 330 

Ala Pro Pro Glu Arg Lys Tyr Ser Val Trp He Gly Gly Ser He 
335 340 345 

Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Gin Gin Met Trp He Ser Lys Gin 
350 355 360 

Glu Tyr Asp Glu Ser Gly Pro Ser He Val His Arg Lys Cys Phe 
365 370 375 
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INFORMACION PARA LA SEQ ID NO.: 8 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 3 75 aas 

TIPO: Aminoacidos 

NUMERO DE HEBRAS : 1 

CONFIGURACION: Lineal 
TIPO DE MOLECULA: Peptide 

FUENTE DE ORIGEN: Acremonium chrysogenum 
CARACTERISTICA: 

OTRAS INFORMACIONES : Secuencia de aas de la protexna 
Y-actina de 41612 Da de peso molecular. 



DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO : 8 
Met Glu Glu Glu Val Ala Ala Leu Val He Asp Asn Gly Ser Gly 
Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Jsp Ala Pro Arg Ala 111 
Phe Pro ser He Val Gly Arg Pro Arg His His Gly He Met He 
Gly Met Gly Gin lys Asp Ser Tyr Val G^y Asp . Glu Ala Gin Ser 
Lys Arg Gly He Leu Thr Leu Arg Tyr Pro He Glu His Gly vll 



65 70 75 



val Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys He Trp His His Thr Phe 

Tyr Asn Glu Leu l^g Val Ala Pro Glu gL His Pro Val Leu Leu 
95 100 105 



Thr. Glu Ala Pro He Asn Pro Lys Ser Asn Arg Glu Lys Met T^r 
Gin He val Phe Glu Thr Phe Asn Ala Pro Ala Phe Tyr Val Ser 
He Gin Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr GlJ 
He Val Leu Asp Ser Gly Asp Gly Val ^hr His Val Val Pro He 
Tyr Glu Gly Phe Ala Leu Pro His Ala lie Ala Arg Val Asp Jet 



175 



Ala Gly Arg Asp Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lys He Leu Ala Glu 
185 i90 195 
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Arg 


Gly 


^ y ^ 


J. LLl. 


D V-l tfa 


0 

oer 


Thr 


Thr 


Ala 


Glu 


Arg 


Glu 


He 


Val 


Arg 


Asp 


lie 






2 00 










one: 

U D 










210 




V3 X Li 


i-i y S 


Leu 


Cys 


Tyr 


Val 


Ala 


Leu 


Asp 


Phe 


Glu 


Gin 


Glu 


He 






^ X J 










22 0 








225 


Gin 


i 111. 


-rt.x a 




Gin 


Ser 


Ser 


Ser 


Leu 


Glu 


Lys 


Ser 


Tyr 


Giu 








2 3 0 










23 5 










240 


Leu 




Asp 


V 


Gin 


Val 


He 


Thr 


He 


Gly 


Asn 


Glu 


Arg 


Phe 


Arg 


Ala 






3 










250 








255 




±u 


Ala 


Leu 


Phe 


Gin 


Pro 


Ser 


Val 


Leu 


Gly 


Leu 


Glu 


Ser 


Gly 






"> n 
^ 0 u 










265 








270 


<j ± y 


lie 


Ki s 


Val 


Thr 


Thr 


Phe 


Asn 


Ser 


He 


Met 


Lys 


Cys 


Asp 


Val 
















280 










285 


Asp 


V ax 


Arg 


Lys 


Asp 


Leu 


Tyr 


Gly 


Asn 


He 


Val 


Met 


Ser 


Gly 


Gly 






2? VJ 










295 










300 


Thr 


Thr 


Met 


iyr 


fro 


oly 


Leu 


Ser 


Asp 


Arg 


Met 


Gin 


Lys 


Glu 


He 






305 










310 










315 


Thr 


Ala 


Leu 


Ala 


Pro 


Ser 


Ser 


Met 


Lys 


Val 


Lys 


He 


He 


Ala 


Pro 






320 










325 








330 


Pro 


Asp 


Gly 


Lys 


Tyr 


Ser 


Val 


Trp 


He 


Gly 


Gly 


Ser 


He 


Leu 


Ala 






335 










340 








345 


Ser 


Leu 


Ser 


Thr 


Phe 


Gin 


Gin 


Met 


Trp 


He 


Ser 


Lys 


Thr 


Glu 








350 










355 








360 


Tyr 


Asp 


Glu 


Glu 


Arg 


Pro 


Ser 


He 


Val 


His 


Arg 


Lys 


Cys 


Phe 










365 










370 






375 
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Referencia del expediente del 

soliciLanie o del majidatario PCT-40 



58/1 



Solicitud incemacionaJ n** 



INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 



(Regia 13 bis del PCX) 




B. IDENTTFICACION DEL DEPOSITO Orroc w 

Escheric hia coli DH5cX / pALf leO 7 idcntificados en una hoja supiementana 



Nombrc de la instimcion dc deposito 
Coieccio" ^ " 



□ 



n Espanola de Cultivos Tipo (CECT) 



^^^-^i""^" Investigacion 
46100 BURJASOT (Valencia) 



Fccha de deposiio 



20.02.1997 



j n° de orden 



CECT 4849 



C INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en 



caso necesario) 



Se adjunta una hoja separada para 
la continuacion de cstos datos 



□ 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en 



caso necesario ) 



R-vLoci vadu a la Ofirina r**^*.pr«« 






Esta hoja ha side recibida al mismo tiempo que la 
■ solicitud intemacionaJ 




n Esta hoja se ha recibido cn la Oficina intemacional el: 


Funcionario autonzado • — -r^ 




Funcionano autorizado 
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Referencia del expcdiente del 
soiicitanie o del mandatario 



58/2 



PCT-40 



SoUcitud iniem^cictfmi n** 



INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 

(Regia 13 bis del PCD 



A. Las indicaciones se refieren aJ microorganismo mencionado en la descripci. 
P^g'"a 28 .1,-nea 2 0 



Nombre de la institucion de deposito 

Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) 



Direccion de la institucion de deposito (comprendidos el distrito postal y el pais) 

Universidad de Valencia 
Edificio de. Inves tigacion 
46100 Burjasot (Valencia) 



Fecha de deposito 

20.02.1997 


n" de orden 

CECT 4852 


C. I^fDIGACIONES SUPLEMENTARIAS (en caso necesario) 


Se adjunia una hoja separada para 
la continuacion de estos datos 


□ 



ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES 

fcaso de que las indicaciones no se facititen para todos los estados designadost 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en caso neccsano) 



Las indicaciones numeradas a concinuacion senin presentadas posierionmente en la Oficina intemacional (espccificar la naturaleza 
general de las indicaciones por ejem. "n" de orden del depiSsito") 



— Reservado a la oficina receptora 

Esia hoja ha sido recibida al mismo tiempo que la 
solicitud intemacional 



Funcionario autorizado 




Formulario PCrr/RO/I34 (Julio 1992) 



Reservado a la Oficina intemacional 



I I Esu hoja se ha rccibido en la Oficina intemacional el: 



Funcionario autorizado 
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Referencia del cxpediente del " " " 



solicitante o del mandatario PCT-4 0 



Solicitud intcmacionaJ nV 



INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 



(Regla 13 bis del PCD 



^* maicaciones se refieren ai microorganismo mcncionado en la descnpcion 
P^g'"^ 3^ ,lmea 14 ^ 



B. nOENTIFICACION DEL DEPOSITO 



Nombre de la institucion de deposito 
Coleccion Espanoia de Cultivos Tipo (CECT) 



Direccion de la insutucidn de deposito (comprendidos el distrito postaJ v el pais) 
Universxdad de Valencia 
Edificio de Inves t igacion 
46100 Burjasot (Valencia) 



Fecha de deposito 



20-02-1997 



C. INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en caso necesario) 



n*' de orden 



CECT 4851 



Se adjunta una hoja separada para 
la continuacion de estos dates 



□ 



U. I ADOS DESlUNADOS PARA LOS QUE SE FA CILITAN LAS PVDICACIONEs' 

(caiio que indicaciones no se faciliien para .odos los estados designadosl 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en 



caso necesano) 



Reservado a la oficina receptora 

Esta hoja ha sido recibida al mismo dempo que Ja 
solicitud intemacional 



Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992) 




" Reservado a la Oficina intemacional — 

n Esta hoja se ha recibido en ia Oficina intemacional el: 
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Refcrencia del cxpcdiente del 

soiicitante o del mandatario PCT-40 
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Solicitiid intemacionai 



PCT/ES98/00056 



INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 



(Regia 13 bis del PCT) 



Direccion dc ia insutucion de deposito ^comprcndidos el distrito postal y el pais) 

Universidad de Valencia 
Edificio de Inves tig acion 
46100 Burjasot (Valencia) 



A. 



Las mdicaciones se refieren ai niicroorgamsmo mencionado en la descnpcidn 
P^g^"^ 16 .Unea p f. 



Nombre de ia insiiaicion de deposito 



Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) 



Fccha de deposito 



20-02-1997 



n° de orden 



CECT 4850 



C. INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en case necesario) 



Se adjunta una hoja separada para 
la continuacion de cstos datos 



□ 



D. ESTADOS PESIGNADQS PARA LOS QUE SE FACILITA N LAS INDICACIONES 

ca5o de que las indicaciones no se faciliten para todos ios estados designados) 



E, INDICACIONES SUMINISTRADAS FOR SEPARADO (en caso necesano) ~~ 

Us indicaciones numeradas a conunuacion seran prcscnudas posterionnente en la Oficina intemacionai (especificar la namiaieza 
general de las indicaciones por ejem. ^-n** de orden del deposito") 



Reservado a la oficina receptora 

hoja ha sido recibida al mismo tiempo que la 
solicitud intemacionai 



Funcionario autorizad^ 




Fomiulario PCT/RO/134 (Julio 1992) 



Reservado a ia Oficina intemacionai 



I I Esta hoja se ha rccibido en la Oficina intemacionai el: 



Funcionario autorizado 
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1. - Un procedimiento para incrementar o bloquear la 
expresion genica en microorganismos caracterizado por ex- 
presar en dichos microorganismos genes, secuencias genicas 
parciales o fragmentos de ADN, bajo el control del promotor 
del gen gdh de PeniciUium chrysogenum. 

2. - Un procedimiento para incrementar o bloquear la 
expresion genica en microorganismos caracterizado por ex- 
presar en dichos microorganismos genes, secuencias genicas 
parciales o fragmentos de ADN, bajo el control del promotor 
del gen hex de PeniciUium chrysogenum. 

3. - Un procedimiento para la expresion extracelular de 
proteinas en microorganismos caracterizado por expresar en 
dichos microorganismos fusiones genicas con el gen hex de 
PeniciUium chrysogenum. 

4. - Un pr-ocedimiento para incrementar o bloquear la 
expresion genica en microorganismos caracterizado por ex- 
presar en dichos microorganismos genes, secuencias genicas 
parciales o fragmentos de ADN, bajo el control del gen act 
de PeniciUium chrysogenum. 

5. - Un procedimiento para incrementar o bloquear la 
expresion genica en microorganismos caracterizado por ex- 
presar en dichos microorganismos genes, secuencias genicas 
parciales o fragmentos de ADN, bajo el control del gen act 
de Acremonium chrysogenum. 

6. - Un procedimiento de acuerdo con las reivindi- 
caciones l a 5, donde el microorganismo transformado es 
eucariota no humane, pref eriblemente PeniciUium, Asper- 
gillus o Acremonium. 



un 
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7. - Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 
6, donde el microorganismo utilizado es pref erentement Peni - 
cilliixm chrysogenium, Aspergillus nidulans o Acremonium 

5 chrysogenum. 

8. - Un compuesto de ADN aislado de P. chrysogenum ds 
2811 pb acotado por los lugares de restriccion Sau3AI y 
Xbal , el cual incluye el promoter del gen gdh, 

9 . - Un compuesto de ADN aislado de P. chrysogenum de 
10 7737 pb acotado por los lugares de restriccion BamHI y 
Sad, el cual incluye el promoter del gen he-x:. 

10.- Un compuesto de ADN aislado de P. chrysogenum de 
4947 pb acotado por los lugares de restriccion Bglll y 
EcoRI , el cual incluye el promotor del gen act. 
15 11.- Un compuesto de ADN aislado de A. chrysogenum de 

8650 pb acotado por dos lugares de restriccion Hindlll, el 
cual incluye el promotor del gen act, 

12.- Una secuencia de ADN identificada como SEQ ID 
N0:1, la cual incluye el gen gdh de P. chrysogenum, 
20 13.- Una secuencia de ADN identificada como SEQ ID 

NO: 2, la cual incluye el gen hex de P. chrysogenum, 

14. - Una secuencia de ADN identificada como SEQ ID 
NO : 3 , la cual incluye el gen act de P. chrysogrenum. 

15. - Una secuencia de ADN identificada como SEQ ID 
25 NO: 4, la cual incluye el gen act de A. chzysogenum. 

16. - Secuencias nucleot xdicas hibridables bajo condi- 
ciones restrictivas con los compuestos de ADN de las rei- 
vindicaciones 8 a 15. 

17. - Una secuencia de aminoacidos identificada como 
30 SEQ ID NO : 5 , que se corresponde con la enzima glutamato des- 

hidrogenasa de P. chrysogenum. 
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18.- Una secuencia de aminoacidos identificada como 
SEQ ID N0:6, que se corresponde con la enzima ' p-N-acet il - 
hexosaminidasa de P. chrysogenum, 
5 19.- Una secuencia de aminoacidos identificada como 

SEQ ID NO: 1, que se corresponde con la proteina y-actina de 
P. chjrysogenum, 

20. - Una secuencia de aminoacidos identificada como 
SEQ ID NO: 8, que se corresponde con la proteina y-actina de 

10 A. chrysogren Ui77. 

21. - Vectores que portan los compuestos de ADN descri- 
tos en las reivindicaciones 8 a 16, 6 fragmentos de los 
mismos , 

22. - Vectores de acuerdo con la reivindicacion 21, 
15 caracterizados por consistir en un plasmido. 

23. - Plasmidos de acuerdo con la reivindicacion 22/ 
caracterizados por consistir en pALP784, pALP785 y 
pALf leo7 . 

24. - Plasmidos de acuerdo con la reivindicacion 22, 
20 caracterizados por consistir en pALP295, pALP319, pALP377, 

pALP3a8 y pALP480. 

25. - Plasmidos de acuerdo con la reivindicacion 22, 
caracterizados por consistir en pALP315 y pALP316. 

26. - Plasmidos de acuerdo con la reivindicacion 22, 
25 caracterizados por consistir en pALC52 y pALC53 . 

27. - Un procedimiento para la obtencion de organismos 
transf ormados, no humanos, con una expresion incrementada 
de genes homologos o heterologos, caracteri zado por com- 
prender las siguientes operaciones : 

30 
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a) Construir vectores que porten, total o parcialmente , SEQ 
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO : 3 O SEQ ID NO: 4 o com- 
puestos de ADN recombinante de las mismas. 

b) Introducir los vectores en organismos hospedadores no 
5 humanos obteniendo organismos transf ormados que expresen 

los genes homologos o heterologos. 

c) Seleccionar los organismos transf ormados que presentan 
incrementada la expresion de los genes de homologos o hete- 
rologos cuando se comparan con organismos controles sm 

10 transf ormar. 

28. - Un procedimiento para la obtencion de organismos 
transf ormados no humanos capaces de producir proteinas 
extra-celulares caracterizado por comprender las siguientes 
operaciones : 

15 a) Construir vectores que porten, total o parcialmente SEQ 
ID NO: 2 6 compuestos de ADN recombinante de la misma. 
b) Introducir los vectores en organismos hospedadores no 
humanos obteniendo organismos transf ormados que expresen y 
secreten al menos una proteina. 

20 c) Seleccionar los organismos transf ormados capaces de 
secretar al menos una proteina en niveles superiores res- 
pecto de organismos controles sin transf ormar. 

29. - Un procedimiento para la obtencion de organismos 
transf ormados , no humanos, con una expresion genica anti- 

25 sentido, bloqueando total o parcialmente su actividad, ca- 
racterizado por comprender las siguientes operaciones: 
a) Construir vectores que porten, total o parcialmente, SEQ 
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO : 3 o SEQ ID NO : 4 o com- 
puestos de ADN recombinante de las mismas. 
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b) introducir los vectores en organismos hospedador^s no 
humanos obteniendo organismos transf om^ados con expresion 
genica ant isent ido . 

c) Seleccxonar los organismos transf ormados que pres^ntan 
bloqueada .otal o parc.al.ente la exp.esion del gen cuardo 
se comparan con organ.smos controles sin transf ormar . 

30.- Procedimiento para la obtencion de organismos 
transformados segun la reivindicaciones 27 y 29. caracte- 
rizado porque los vectores utilizados son los definidoV^n 
las reivindicaciones 21 a 26, o se obtienen a partir de 1 os 



mismos 



31. - Procedimiento para la obtencion de organ.smos 
transformados segun la reivindicacion 28, caracterizado 
porque los vectores utilizados son los definidos en la re- 
vindicacion 24, o se obtienen a partir de los mismos. " 

32. - Procedimiento para la obtencion de organismos 
transformados segto las reivindicaciones 27 a 31, en que el 
organismo hospedador utilizado es un eucariota no humane 
preferiblemente Penicillium. Aspergillus o Aoran^onium. 

33. - Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 32 
donde el microorganismo utilizado es pref erentemente Peni - 
c.Iiiu., ci^rysogrenun,, Aspergillus nidul^s o Aaremonium 
chrysogenum . 

34. - Procedimiento para la obtencion de organismos 
transformados segun las reivindicaciones 27 a 31, en que ei 
organismo hospedador utilizado es un procariota, prefe^en- 
temente Escherichia call o un actinomiceto . 

35. - organismos transformados, no humanos, caracte>-i- 
zados porque se les han introducido las secuencias de ADN 
de las reivindicaciones 8 a 16, incluidas total o parcial- 
mente en los vectores de las reivindicaciones 21 a 26, 
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obtenibles por el procedimiento descrito en las reivindica- 
ciones 27 a 34. 

36. - Organismo transformado de acuerdo con la reivin- 
dicacion 35, caracterizado por consistir en un procariota, 
preferentemente Escherichia coli o un act inomiceto . 

37. - Organismo transformado de acuerdo con la reivin- 
dicacion 35, caracterizado por consistir en un eucariota, 
preferentemente del genero Penicillium, Aspergillus, 
Acremonium o Saccharomyces . 

38. - Organismo transformado de acuerdo con la reivin- 
dicacion 36, caracterizado por consistir preferentemente en 
Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans , Acremonium 
chrysogenum o Saccharomyces cerevisiae . 

3 9,- Organismo segun la reivindicacion 36, caracteri- 
15 zado por consistir en cepas puras representadas por 
CECT4849, CECT4852, CECT4851 y CECT4850 o sus mutantes y 
derivados transf ormados . 

40. - Utilizacion de los organismos transf ormados de 
las reivindicaciones 35 a 39, en la produccion de antibio- 

20 ticos. 

41. - Utilizacion de los organismos transf ormados de 
las reivindicaciones 35 a 39, en la produccion de 
penicilina . 

42. - Utilizacion de los organismos transf ormados de 
las reivindicaciones 35 a 39, en la produccion de cefalos- 
porinas , 
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